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TIIVISTELMÄ
Mykobakteerit ovat kaikkialla ympäristössä esiintyviä bakteereja ja niihin kuuluu noin sata eri
lajia. Ne ovat sukua tuberkuloosibasillille ja voivat aiheuttaa infektioita varsinkin potilaille, joilla
on heikko immuunipuolustus. Tartuntalähteenä ympäristömykobakteerin aiheuttamalle
infektiolle eli mykobakterioosille voi olla talousvesi, sillä mykobakteerit voivat kasvaa
vesiputkistojen seinämiin muodostuvassa biofilmissä ja selviytyä siellä hyvin elinkykyisenä.
Osa mykobakteereista on hidaskasvuisia, mikä hankaloittaa niiden osoittamista viljelyllä.
Lisäksi viljelymenetelmässä vaadittava dekontaminaatio häiritsee mykobakteerien osoittamista.
Kvantitatiivinen real-time PCR -menetelmä on herkkä ja nopea osoittamismenetelmä verrattuna
viljelyyn. Tässä työssä verrattiin perinteistä viljelymenetelmää ja alun perin pölynäytteille
kehitettyä mykobakteerisukuspesifistä kvantitatiivista real-time PCR (qPCR) -menetelmää
mykobakteerien osoittamisesta vesinäytteistä.
Talousvesi- ja lämpimiä käyttövesinäytteitä tutkimukseen saatiin 12 eri paikkakunnalta,
jotka käyttivät raakavetenään joko pintavettä, otsonoitua pintavettä tai pohjavettä. Viljelyssä
vesinäytteet dekontaminoitiin 0,005 % setyylipyridiinikloridilla (30 min) ja eri tilavuuksia (100
ml,10 ml, 1 ml) konsentroitiin selluloosanitraattisuodattimille, joita  inkuboitiin Mycobacteria
7H11 elatusalustoilla (+ 30 °C, 2 kk). qPCR:ssä näytettä suodatettiin 100 ml nylon-suodattimille,
jotka pilkottiin ja joista DNA eristettiin helmimyllytystekniikkaa hyödyntäen. DNA:n saostettiin
ja mykobakteerien solupitoisuus määritettiin TaqMan kemiaa hyödyntämällä.
qPCR antoi talousvesinäytteille keskimäärin 5-kertaa ja lämpimille vesille 44-kertaa
suurempia mykobakteeripitoisuuksia kuin viljely. Menetelmillä saadut tulokset korreloivat
keskenään. Raakavesilähteellä oli vaikutusta mykobakteeripitoisuuksiin. Kaikkein pienimmät
mykobakteeripitoisuudet saatiin pohjavesissä. Viljelyllä suurimmat mykobakteeripitoisuudet
saatiin otsonoiduissa pintavesissä, kun qPCR:llä suurimmat pitoisuudet saatiin ei-otsonoiduissa
pintavesissä. qPCR:llä ja viljelyllä saatujen otsonoitujen pintavesien mykobakteeripitoisuus oli
samaa suuruusluokkaa. Molemmilla menetelmillä mykobakteeripitoisuus kasvoi vesilaitokselta
verkostoon mentäessä, mutta maksimipitoisuudet saatiin menetelmillä eri pisteissä.
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ABSTRACT
Mycobacteria are common bacteria in different environments and the genus consists over
100 species. Tuberculosis bacillus is one notable member of the genus of mycobacteria.
Environmental mycobacteria can cause diseases to patients with low immunity. A source of the
mycobacterial infections can be drinking water because mycobacteria may grow or survive in
biofilms of the pipelines.
Some mycobacterial species are slowly growing species, which usually causes difficulties
in cultivation because fast growing bacteria can inhibit or prevent of the growth mycobacteria.
Also decontamination before culture disturbs growth of mycobacteria. Quantitative real-time
PCR is more sensitive and much faster detection method than cultivation. In this study traditional
cultivation method and quantitative real-time PCR method were compared in detection of
mycobacteria from water samples.
Drinking water and warm tap water samples were collected from 12 different localities in
Finland. The localities used different raw water types: surface water, ozone treated surface water
or ground water. In cultivation method all samples were decontaminated with 0,005 %
cetylpyridinium chloride (30 min) and different volumes were concentrated on cellulosenitrate
filters. The filters were incubated on Mycobacteria 7H11 agar plates at + 30°C for 2 months. For
the  qPCR method  100  ml  water  sample  were  concentrated  on  nylon  filters  which  were  cut  to
little pieces and DNA was isolated using bead-beater technique. DNA was precipitated and
concentration of mycobacterial DNA was quantified by qPCR using Taqman chemistry.
qPCR  gave  for  drinking  water  5-times  and  for  warm  tap  water  44-times  higher
mycobacterial concentrations than cultivation. The results correlated with each other. The raw
water source affected the concentration of mycobacteria. Lowest concentrations were in the
ground water samples. By cultivation method the highest concentration of mycobacteria was
achieved in ozone treated surface waters but with qPCR method in without ozonization surface
waters. In ozone treated surface waters the concentration of -mycobacteria were similar by both
culture and qPCR. The concentrations of mycobacteria were increased from waterworks to the
distribution system by both methods; the maximum concentrations were obtained at different
sampling sites.
ESIPUHE
Tämän tutkimuksen on rahoittanut Suomen Tuberkuloosin Vastustamisyhdistyksen Säätiö. Siitä
kiitos heille. Suurimmat kunnian osoitukseni haluan kuitenkin antaa pro gradu työni
pääohjaajalle Eila Torviselle. Kiitos tästä mahdollisuudesta tehdä mielenkiintoista tutkimustyötä
hyvässä hengessä. Kiitokset myös toiselle ohjaajalleni Helena Rintalalle. Opastit minut hyvin
PCR työn saloihin. Yhteistyö teidän kummankin ohjaajan kanssa oli helppoa, joustavaa ja
kannustavaa. Kiitokseni kuuluu myös THL:n moniosaavalle ja erittäin avuliaalle
laboratoriohenkilökunnalle. Kiitos kärsivällisyydestä ja mukavista yhteisistä työskentelyhetkistä.
Pahoitteluni kotiväelle, sukulaisille ja ystäville etten ole joutanut viettämään aikaa teidän
kanssanne niin paljon kuin olisin halunnut näiden muutamien syyskuukausien aikana.
Suurenmoiset kiitokset teille kaikille tuesta, kannustuksesta ja ymmärryksestä tämän työn ja
muun kiireen keskellä.
Jannelus, oma hieno avopuolisoni olet ollut isona tukena ja apuna. Kiitos että olet jaksanut
kuunnella ja kommentoida tätä työtä aina kun minä siitä sinulle jankutin. Apu, tuki ja kannustus
jota olen sinulta saanut opintojeni ajan, on kultaakin kalliimpaa. Ilman sinua en olisi nyt tässä
pisteessä. Osaat piristää päiväni.
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LYHENTEET
Ae monistustehokkuus
AIDS immuunikatotauti (kädellisten)
AOC assimiloituva orgaaninen hiili (assimilable organic carbon)
BSA naudan seerumin albumiini (bovine serum albumin)
CFU pesäkkeen muodostava yksikkö (colony-forming-unit)
CPC heksadekyylipyridiinikloridi
Ct kynnysarvo (treshold cycle)
M. Mycobacterium
MAC Mycobacterium avium complex
MAP mikrobeille käyttökelpoinen fosfori (microbially available phosphorus)
TE tris edta -puskuri
PCR polymeraasiketjureaktio (polymerase chain reaction)
UMM universal master mix
qPCR kvantitatiivinen real-time PCR
7H11 Mycobacteria 7H11 agar
16S rDNA ribosomaalista RNA:ta valmistava geeni
81. JOHDANTO
Mykobakteereihin kuuluu tällä hetkellä yli sata eri lajia, joista osa on ihmiselle patogeenisiä, osa
opportunisteja ja osa vaarattomia saprofyytti bakteereja. Opportunisteja eli satunnaisesti tautia
aiheuttavia mykobakteereja ja saprofyyttisiä mykobakteereita löytyy ympäristöstä ja siksi niitä
sanotaan ympäristömykobakteereiksi. Ympäristömykobakteereja esiintyy etenkin happamissa
olosuhteissa, kuten metsämailta ja soilta valuvissa purovesissä. Sieltä ne voivat levitä muihin
pintavesiin.
Mykobakteerien soluseinän rakenne on ainutlaatuinen. Se koostuu erilaisista lipideistä, kuten
rasvahapoista ja mykolihapoista. Soluseinän koostumus tekee mykobakteereista ns.
haponkestäviä bakteereita, jotka kestävät monia kemikaaleja, mm. desinfiointiaineita.
Ympäristömykobakteerien leviäminen talousvesiverkostoon on osoitettu biofilmeistä ja
vesinäytteistä. Mukana on ollut myös mm. Mycobacteriun avium -kompleksiin (MAC) kuuluvia,
immuunipuutospotilaille vaarallisia lajeja.
Ympäristömykobakteerien osoittaminen talous- ja erilaisista käyttövesistä tapahtuu yleensä
viljelymenetelmän avulla. Viljely on vanha ja perinteinen tapa osoittaa mikrobeita erilaisista
näytteistä. Elatusalustalle luodaan kullekin mikrobille mahdollisimman otolliset elinolosuhteet,
jossa ne voivat kasvaa ja muodostaa näkyviä pesäkkeitä. Pesäkkeet lasketaan ja vielä
varmistetaan alkoholi- happovärjäyksen jälkeen mikroskopoimalla. Inkubointiaika jonka mikrobi
vaatii kasvaakseen näkyväksi pesäkkeeksi, voi mykobakteerien osalta olla viikkoja tai jopa
kuukausia.
Hitaan viljelymenetelmän rinnalle on kehitetty kvantitatiivinen real-time PCR- menetelmä, jolla
tulokset saadaan reaaliajassa. Kvantitatiivisessa real-time PCR -menetelmässä mikrobien
osoittaminen perustuu niiden DNA:n monistamiseen. Mikrobien solurakenne hajotetaan ja DNA
eristetään näytteestä. Eristetyn DNA:n joukkoon lisätään mm. alukkeita, koetin ja muita aineita
joita DNA tarvitsee monistuakseen. Tämän jälkeen näyte ajetaan PCR-laitteella joka lämpötilaa
säätelemällä saa DNA:n monistumaan. Monistuneen DNA:n pitoisuus saadaan selville
fluoresenssimarkkerin avulla. Fluoresenssin ja monistuneiden molekyylien määrä ovat suoraan
9verrannollisia, jolloin mykobakteeripitoisuus saadaan selville. Kontaminaatiovaara on suljetussa
qPCR ajossa todella pieni. qPCR on viljelymenetelmään verrattuna nopeampi työkalu
mykobakteerien osoittamisessa.
Tässä työssä vertaillaan viljely- ja qPCR -menetelmää erilaisten käyttö- ja talousvesien
mykobakteerien osoittamisessa. Vesinäytteet ovat peräisin 12:sta eri vesilaitokselta ympäri
Suomea. Vesilaitokset on jaoteltu raakavesilähteensä mukaan kolmeen eri tyyppiin: pintavesi,
otsonoitu pintavesi ja pohjavesi. Vesinäytteitä otettiin jokaisesta tutkimuskohteesta kolmesta eri
verkostopisteestä. Viljely- ja PCR- menetelmien vertailussa keskeisiä asioita ovat, saadaanko
qPCR:llä viljelyn kanssa yhteneviä tuloksia ja ovatko qPCR:lla saadut tulokset mahdollisesti
suurempia. Lisäksi vertailtiin onko eri raakavesilähteillä sekä talous- ja lämminvesillä vaikutusta
mykobakteerien esiintymiseen.
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2. MYKOBAKTEERIT
2.1 Yleiset ominaisuudet
Mykobakteerit ovat sauvamaisia grampositiivisia ympäristöbakteereja, joiden soluseinän rakenne
on ainutlaatuinen. Soluseinän erikoisten mykolihappojen ja muiden lipidien ansiosta seinä on
huonosti vettä läpäisevä ja tekee mykobakteereista hyvin kestäviä, ns. haponkestäviä bakteereita
(Brennan & Nikaido 1995).
Mycobacterium-suku koostuu tällä hetkellä reilusti yli 100 eri lajista. Lajit voidaan karkeasti
jakaa kolmeen eri ryhmään niiden mahdollisen taudinaiheuttamiskyvyn mukaan (Portaels 1995).
Ensimmäisen ryhmän muodostavat ehdottomasti tautia aiheuttavat mykobakteeri-lajit kuten M.
tuberculosis ja M. leprae, jotka ovat tunnetuimpia tämän suvun patogeenejä. Niitä ei lueta ns.
ympäristömykobakteerien joukkoon, koska ne eivät luonnostaan esiinny ympäristössä. Tähän
ryhmään kuuluvat myös M. africanum, M. bovisi, M. caprae, M. pinnipedii ja M. microti
(Vaerewijck, ym. 2005).
Toiseen ryhmään voidaan lukea mahdollisesti tautia aiheuttavat mykobakteerilajit, joista suurin
osa on eristetty erilaisista ympäristöistä, kuten vesiympäristöstä (Portaels 1995, Vaerewijck, ym.
2005). Tähän ryhmään kuuluu ehkä kaikkein tutkituin ja vakavasti otettavin MAC, johon kuuluu
M. avium ja M. intracellulare. Tämän ryhmän mykobakteereita voidaan sanoa opportunisteiksi
eli satunnaisesti patogeenisiksi (Portaels 1995).
Viimeiseen ryhmään kuuluu saprofyyttejä eli luonnossa hajottajana toimivia mykobakteereja.
Tämän ryhmän lajit ovat todella harvoin taudinaiheuttajia, yleensä ne ovat vaarattomia. Toisen-
ja kolmannen ryhmän mykobakteerilajeja voidaan kutsua atyyppisiksi mykobakteereiksi tai ei-
tuberkuloottisiksi mykobakteereiksi (Falkinham 1996, Vaerewijck, ym. 2005). Patogeeniset
mykobakteerilajit voivat aiheuttaa tauteja niin ihmisissä kuin eläimissäkin.
Mycobacterium-suvun ympäristömykobakteerit voidaan jakaa kahteen alaryhmään: hitaasti ja
nopeasti kasvaviin (Brennan & Nikaido 1995, Falkinham 2002). Nopeakasvuiset mykobakteerit,
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kuten M. smegmatis, voi jakautua kahdessa tunnissa, kun hidaskasvuisilla esim. M. ulcerans:lla
jakautuminen voi kestää 48 tuntia (WHO 2004). Hidaskasvuisilla mykobakteereilla
inkuboimisaika voi olla jopa viikkoja ennen kuin näkyviä pesäkkeitä ehtii muodostua. Hitaasti
kasvavat ympäristömykobakteerit ovat useimmiten taudinaiheuttajia, esimerkiksi MAC kuuluu
tähän alaryhmään. Nopeakasvuisten alaryhmä koostuu saprofyyteistä sekä opportunistisista
taudinaiheuttajista. Esimerkiksi keuhkoinfektioita aiheuttavat M. abscessus, M. chelonae ja M.
fortutum ovat opportunistisia taudinaiheuttajia, joita esiintyy luonnonvesissä ja
talousvesissä.(Falkinham 2002).
Mykobakteerien omalaatuinen soluseinä hidastaa niiden kasvua, koska pitkien rasvahappojen ja
lipidien muodostaminen vaatii paljon energiaa. Lisäksi huonosti vettä läpäisevä solukalvo
vaikeuttaa hydrofiilisten ravinteiden kuljetusta solun sisään (Falkinham 2002). Soluseinä tekee
mykobakteereista hyvin alkoholia, erilaisia happamuusolosuhteita ja desinfektiokemikaaleja
kestäviä, sekä antaa niille suojaa fagosyyttisolujen solua hajottavilta aineilta (Viljanen 1995).
Mykobakteeripesäkkeet ovat maljalla väriltään vaalean eri sävyisiä, keltaisia tai lohenpunaisia.
Erityisesti nopeakasvuiset mykobakteerit voivat olla hyvin värikkäitä, keltaisia tai oransseja
tuottamiensa karotenoidipigmenttien vuoksi, mikä antaa suojaa valovaurioilta (Brennan &
Nikaido 1995).
Ympäristömykobakteerin aiheuttamaa tautia kutsutaan mykobakterioosiksi. Mykobakterioosi on
tautina lievempi kuin esimerkiksi tuberkuloosi, mutta hankalampi hoitaa, koska atyyppiset
mykobakteerit ovat resistenttejä useille tuberkuloosilääkkeille. Mykobakterioosi voi ilmetä
hengitysteissä, imusolmukkeissa, pehmytkudoksissä, jännetupeissa, luissa tai ihoinfektioina.
(Falkinham 1996, Viljanen 1997).
Mykobakterioosi ei tartu ihmisestä toiseen, kuten tuberkuloosi, vaan tartunta saadaan
ympäristöstä. Yleensä mykobakteeritartunta jää huomaamatta, koska elimistön immuunivaste
estää bakteerien leviämisen elimistössä ja niiden toiminnan. Ihmisillä joiden immuunivaste on
heikko, kuten AIDS potilaat, voivat saada mykobakterioosin helpommin. Tartunnan voi saada
esimerkiksi aerosolien tai pölyn välityksellä, koska mykobakteereja on eristetty niin maa- kuin
vesiympäristöistä (Falkinham 2002). Keuhkoihin tuberkuloosin kaltaisia oireita aiheuttavat mm.
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M. kansasii, M. intracellulare, M. avium ja M. malmoense ja ne voivat tarttua helpommin
vaurioituneisiin kuin terveisiin keuhkoihin (Falkinham 1996, Viljanen 1997). Iholla näkyvän tai
ihon alaisen tartunnan voi saada täysin tervekin ihminen, joissa M. marinum ja M ulcerans lajit
voivat tällöin toimia taudinaiheuttajina. Tartunnan voi saada mm. merivedestä, uima-altaasta tai
akvaariosta rikkoutuneen ihon kautta. Suoliston kautta leviävät mykobakteerit eivät onnistu
kiinnittymään immuunivasteeltaan terveen ihmisen suolistoon (Viljanen 1997). Terve iho ja
suolisto estävät tehokkaasti ympäristömykobakteerien hyökkäykset, joille altistumme jatkuvasti.
2.2 Esiintyminen vesiympäristöissä
Ympäristömykobakteerit menestyvät erilaisissa vesiympäristöissä monimutkaisen
soluseinärakenteensa ansiosta (Vaerewijck, ym. 2005). Mykobakteerit voivat kasvaa alhaisessa
ravinnepitoisuudessa, kasvu on mahdollista jopa tislatussa vedessä (Vaerewijck, ym. 2005).
Suoympäristön purovesistä on runsaasti eristetty ympäristömykobakteereja (Iivanainen, ym.
1993). Happamuuden siedon vuoksi mykobakteereja löydetään suoympäristöistä ja ympäristön
happamoitumisen seurauksena mahdollisesti yhä useammin myös muualta ympäristöstä
(Iivanainen, ym. 1994).
Ympäristömykobakteerien esiintyminen ei rajoitu pelkästään suoympäristöön tai muihin
luonnonvesiin, vaan niitä esiintyy myös talousvesissä. Talousveteen ne joutuvat
raakavesilähteestä tai putkiston vauriokohdista (Vaerewijck, ym. 2005). Kestävyytensä vuoksi ne
selviytyvät vedenpuhdistusmenetelmistä ja pystyvät kasvamaan putkistojen biofilmeissä
(Falkinham 1996, 2001, Torvinen, ym. 2004, September, ym. 2004 Vaerewijck, ym. 2005, Steed
& Falkinham 2006). Varsinkin M. avium, M. fortuitum ja M. chelonae sietävät hyvin kloorausta
ja muita vedenpuhdistusmenetelmiä (Falkinham 1996, Vaerewijck, ym. 2005). Erityisesti MAC-
ryhmän selviytymistä eri vedendesinfioimisprosesseissa on tutkittu (Falkinham, ym. 2001). On
todettu että ne kestävät hyvin UV- ja klooridesinfiointia (Steed & Falkinham 2006, Shin, ym.
2008). Talousvedessä mykobakteerien esiintymiseen vaikuttaa mikrobeille käyttökelpoinen hiili
(AOC), lämpötila, veden ikä ja heterotrofibakteeriluku (Falkinham, ym. 2001, Vaerewijck, ym.
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2005, Steed & Falkinham 2006, Torvinen 2004, 2007). Edellä mainitut tekijät parantavat ja
edistävät mykobakteerien kasvua verkostossa.
Putkistot jotka ovat vanhoja ja korroosion syömiä sekä muodostavat umpikujia, joissa vesi
seisoo, ovat todennäköisimpiä paikkoja joihin biofilmikasvustoa muodostuu (Covert, ym. 1999,
Vaerewijck, ym. 2005). Veden lämpötila vaikuttaa mikrobien kasvuun: lämmin vesi on
mikrobeille otollinen kasvuympäristö. Ympäristömykobakteereista osa on psykrofiilejä (optimi
10- 15 ºC), osa mesofiilejä (optimi 35- 40 ºC) ja osa jopa termofiilejä (optimi ?45 ºC).  Jo + 20 -
asteissa vedessä mykobakteereita on kaksinkertainen määrä verrattuna alle + 10 asteiseen veteen
(Torvinen, ym. 2007). AOC on tärkeä mikrobien energian ja kasvun lähde. Se rajoittaa
mikrobien kasvua vesiympäristössä, jos sen pitoisuus on alle 10 µg AOC-C/l. Suomalaisissa
vesissä minimitekijänä on fosfori, koska hiiltä on verkostovesissäkin runsaasti saatavilla
(Miettinen, ym. 1997).
Biofilmeissä bakteerit ovat turvassa desinfioimiskemikaaleilta ja biofilmiyhteistyö antaa
mahdollisuuksia myös perimänvaihtoon. Nämä tekijät parantavat bakteerien elinkykyä,
selviytymistä ja taudinaiheuttamiskykyä (Parsek & Singh 2003). Mykobakteereilla on
biofilmiyhteistyön lisäksi vuorovaikutusta alkueläinten kanssa (Vaerewijck, ym. 2005).
Mykobakteerit monien muiden bakteerien tavoin voivat pesiytyä alkueläinten vesikkeleihin ja
tällä tavoin parantaa selviytymistään ja leviämistään ympäristöön (Vaerewijck, ym. 2005).
Vaikka mykobakteereilta puuttuu tarttumiselimet, kuten flagellat, fimbriot tai pilukset, joita
vaaditaan biofilmin muodostumiseen, pystyvät ne liukumaan pinnoilla glykopeptidirasvojen ja
rasvahappojen muodostaman hydrofobisen pinnan ansiosta (Vaerewijck, ym. 2005). Biofilmin
suomien olosuhteiden vuoksi mykobakteerit ovat talousveden mukana tuleva uhka etenkin
henkilöille joiden immuunivaste on heikentynyt (Covert, ym. 1999, Lehtola, ym. 2007).
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2.3 Määrittäminen ympäristönäytteistä
2.3.1 Viljelymenetelmät
Mykobakteerien osoittaminen vesinäytteistä vaatii näytteen dekontaminointia muista
bakteereista. Mykobakteerit ovat hitaasti kasvavia ja pitkän kasvatusajan vuoksi muut nopeampi
kasvuiset bakteerit, joita ympäristönäytteet aina sisältävät, ehtivät ilman dekontaminaatiota
kasvaa mykobakteerien yli, eikä mykobakteeri pesäkkeitä voida laskea. (Percival, ym. 2004,
WHO 2004). Dekontaminointiin voidaan käyttää sellaista yhdistettä jonka tiedetään tuhoavan
muut bakteerit ja homeet, mutta ei mykobakteereja. Tällaisia ovat mm. natriumhydroksidi,
oksaalihappo, suolahappo tai heksadekyylipyridiinikloridi (CPC) sopivina laimennoksina (WHO
2004). Paljon käytetty CPC poistaa hyvin muiden bakteerien aiheuttaman kontaminaatioriskin,
mutta haittaa hieman myös mykobakteerien kasvua (Thomson, ym. 2008). Aiemmat
kasvuolosuhteet vaikuttavat mykobakteerien kykyyn sietää klooripohjaisia dekontaminantteja
(WHO 2004, Thomson, ym. 2008).
Alhaisen mykobakteeripitoisuuden vuoksi vesinäytteet täytyy yleensä konsentroida ennen
viljelyä elatusalustalle. Konsentroiminen voidaan suorittaa sentrifugilla tai suodattamalla
vesinäyte suodattimen läpi (Kuva 1.) (WHO 2004). Joissakin vertailututkimuksissa
suodatusmenetelmää on pidetty parempana konsentroimismenetelmänä paremman saannon ja
kätevyytensä vuoksi (Thomson, ym. 2008).
Mykobakteereja voidaan kasvattaa muna- tai agarmaljoilla. Munapohjaiset elatusalustat ovat
olleet kauimmin käytössä. Niissä voidaan käyttää koko munaa, tai vain keltuaista tai valkuaista
osana muita ravinteita ja suoloja. Yksi paljon käytetyistä munaelatusalustatyypeistä on
Löwenstein-Jensen (LJ) -alusta (Percival, ym. 2004). LJ-elatusalustassa muiden mikrobien
kasvua ehkäistään malakiittivihreällä ja samalla väriaine antaa väriä, jonka avulla
mykobakteeripesäkkeet erottuvat maljalta paremmin. LJ-elatusalusta on happamuudeltaan
neutraali, vaikka useilla ei-tuberkuloottisilla mykobakteereilla pH-optimi on 5,4- 6,5 välillä
(Percival, ym. 2004).  Muita elatusalustoja ovat mm. Ogawan munankeltuaismalja. Agarmaljoja
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ovat mm. Middlebrookin 7H10 -elatusalusta joka on ollut laajalti käytössä. Middlebrookin
elatusalusta koostuu suoloista, vitamiineista ja malakiittivihreästä agarin lisäksi (WHO 2004).
Samaan sarjaan kuuluva 7H11-alusta (Kuva 1.) on rikastettu haima uutteella.
Kuva 1. Mykobakteerikasvustoa suodattimelle konsentroiduista vesinäytteistä. Suodattimet on
kasvatettu 7H11 agarmaljoilla + 30 ºC :ssa 2 kk. Kaikki kuvassa olevat pesäkkeet on varmistettu
Ziehl-Neelsen värjäyksellä mykobakteereiksi (Kuva Noora Huovinen 20.10.2009)
Maljoja voidaan inkuboida 25- 45 ºC:en välillä, mutta 30 ºC:ssa kasvu on optimaalista (Percival,
ym. 2004). Mykobakteerien kasvuun vaikuttaa elatusalustan pH, lämpötila ja ilmassa oleva
hiilidioksidipitoisuus. Koska kyseessä on monimuotoinen ryhmä bakteereja, olisi hyvä olla
erityyppisiä elatusalustoja ja useampia inkuboimislämpötiloja kasvatettaessa mykobakteereja
ympäristönäytteistä (WHO 2004).
Maljoilla kasvavien pesäkkeiden varmistaminen mykobakteereiksi voidaan tehdä happo-
alkoholivärjäyksien eli esim. Ziehl-Neelsen värjäyksen avulla. Värjäysmenetelmä on keksitty jo
1800-luvun loppupuolella ja sitä käytetään haponkestävien bakteerien osoittamiseen.
Mykobakteerit värjäytyvät värjäyksessä punaisiksi. Mykobakteerien yksityiskohtaisempi
lajitunnistus voidaan tehdä mm. rasvahappojen tai mykolihappojen perusteella (Torkko, ym.
2003) tai yhä useammin molekyylibiologian menetelmillä (Schwartz, ym. 1998).
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2.3.2 Molekyylibiologiset menetelmät
Yhä useammin mikrobinäytteitä tutkitaan molekyylibiologian keinoin. Molekyylibiologiset
menetelmät ovat herkkiä havaitsemaan pienenkin bakteeripitoisuuden ja  tulokset saadaan paljon
nopeammin kuin viljelymenetelmässä (Schwartz, ym. 1998). Yksi hyvin paljon käytetty ja
sovellettu tutkimusmenetelmä perustuu polymeraasiketjureaktioon (PCR eng. Polymerase chain
reaction) (Invitrogen qPCR handbook 2009). PCR-menetelmä perustuu kuumien lähteiden
arkkibakteereista eristettyyn kuumuutta kestävään DNA-polymeraasiin, entsyymiin joka kopioi
DNA-juostetta (Lehninger 2005).
Tutkittava DNA täytyy ensimmäiseksi eristää ja puhdistaa, jotteivat epäpuhtaudet joita varsinkin
ympäristönäytteissä on, häiritsisi DNA:n kopiointia. Eristyksen onnistumiseksi, täytyy DNA:ta
ympäröivä solu hajottaa, esim. bakteereilla soluseinä. Hajotus voidaan toteuttaa entsyymeillä,
kemiallisten puskureiden avulla tai fysikaalisella hajotuksella (Miller, ym. 1999). Soluseinän
hajotuksen jälkeen DNA erotetaan muista aineksista, kuten proteiineista. DNA monistumisen
takaamiseksi halutusta kohdasta, täytyy alukkeet suunnitella etukäteen. Bakteerien
tunnistamisessa hyödynnetään paljon 16S rDNA geeniä (rDNA:ta), jonka perusteella solussa
valmistetaan ribosomaalista 16S RNA:ta. 16S RNA geeni on jokaisella bakteerisuvulla
spesifinen, mitä voidaan käyttää hyväksi sukujen tunnistamisessa (Miller, ym. 1999, Macrae
2000).  16S rDNA tekniikkaa käytetään laajalti molekyylibiologiassa kun tutkitaan bakteereja
(Macrae 2000, Hussein, ym. 2009).
Käytännössä PCR-laitteeseen laitettavassa koeputkessa on mm. monistettavaksi haluttua näyte
DNA:ta, alukkeita, nukleotideja ja DNA-polymeraasia. PCR-monistuminen tapahtuu toistamalla
kolmesta vaiheesta koostuvia syklejä. Ensimmäisessä vaiheessa näyte DNA:n juosteet erottuvat
toisistaan kun lämpötilaa nostetaan yli 90 ºC:een, jolloin DNA-kaksoisjuoste avautuu (Kuva 2,
A- kohta). Tämän jälkeen lämpötilaa lasketaan useita kymmeniä asteita, jolloin alukkeet tarttuvat
siihen kohtaan yksijuosteista DNA:ta, missä niiden emäsjärjestys vastaa yksijuosteisen DNA:n
emäsjärjestystä emäspariutumissääntöjen mukaan. Alukkeet ovat alkupiste, josta DNA:n
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kopioituminen alkaa. Jälleen lämpötilaa nostetaan noin parikymmentä astetta, jolloin DNA-
polymeraasi rakentaa alukkeen päästä lähtien nukleotideista vastinjuosteen käyttäen mallina
näyte DNA:ta. Näin näyte-DNA kopioituu vain lämpötilaa ja oikeita reagensseja hyväksi
käyttäen. Tapahtumaketju voidaan toistaa useita kertoja lyhyessä ajassa, jolloin saadaan
suhteellisen nopeasti kopioitua paljon DNA:ta. Alukkeiden avulla voidaan säädellä, mikä kohta
DNA-rihmasta halutaan kopioida spesifisen emäsjärjestyksen avulla (Lehninger 2005). Näyte-
DNA:ta tarvitaan 100 pg – 1 µg monistumisen onnistumiseksi. Liian suuri pitoisuus voi haitata ja
kontaminoida DNA-monistuksen (Invitrogen qPCR handbook 2009).
Tässä työssä sovelletaan kvantitatiivista tosiaikaista (real time) PCR-menetelmää. qPCR
menetelmässä monistuvan DNA:n määrää mitataan PCR:n ollessa käynnissä. Menetelmä
perustuu fluoresoivien väriaineiden käyttöön ja fluoresenssin muutoksen mittaukseen (Real-Time
PCR Applications Guide, 2006). Näyte-DNA kopioituu PCR-sykleissä kuten tavallisessakin
PCR:ssä mutta laite mittaa syntyneen fluoresenssin muutoksen heti jokaisen syklin jälkeen.
Fluoresenssin muutos on suoraan verrannollinen syntyneiden molekyylien määrään (Invitrogen
qPCR handbook 2009). Real-time PCR:ssä voidaan hyödyntää joko fluoresoivia koettimia tai
alukkeita, tai DNA:han sitoutuvia väriaineita kuten SYBR Green  (Real-Time PCR Applications
Guide, 2006). Fluoresoivan alukkeen tai koettimen käytössä on kuitenkin omat etunsa verrattuna
väriaineisiin. Esimerkiksi näyte-DNA, alukedimeerit tai epäspesifiset monistustuotteet eivät
häiritse oikean ja tutkitun tuotteen määrittämistä (Real-Time PCR Applications Guide, 2006).
Tässä työssä käytettiin TaqMan kemiaa, jossa käytetään sekvenssi spesifistä fluoresenssivärillä
merkattua oligonukleotidiä, kaksoisleimattua koetinta, ja lisäksi myös sekvenssi spesifisiä
alukkeita (Real-Time PCR Applications Guide, 2006). TaqMan kemiassa hyödynnetään 5’
eksonukleaasi-aktiivisuuden ja lämmönkestävän polymeraasiaktiivisuuden omaavaa entsyymiä,
polymeraasia, tässä tapauksessa Taq-polymeraasia. Koettimessa on fluoresoiva reportteri 5’
päässä ja himmennin 3’ päässä. (Kuva 2.) (Real-Time PCR Applications Guide, 2006). Kun
DNA -juoste on auki PCR-syklin ensimmäisen vaiheen jälkeen alukkeiden välistä, sitoutuu
TaqMan koetin vain toiseen juosteeseen alukkeiden väliselle alueelle. Koetin ei vielä tässä
vaiheessa fluoresoi, koska himmennin on fyysisesti reportterileiman lähellä ja estää sen
fluoresenssin. Mutta DNA polymeraasin kopioidessa uutta juostetta, pilkkoo entsyymin 5’
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eksonukleaasi aktiivisuus koettimen pois, jolloin 5’ päässä ollut nukleotidi yhdessä siihen
kiinnitetyn reportterin kanssa vapautuu liuokseen, pois himmentimen vaikutusalueelta.
Reportteripään irrotessa himmentimen vaikutus lakkaa ja tämän jälkeen fluoresenssi on
mitattavissa (Real-Time PCR Applications Guide 2006).
Kuva 2. A-kohdassa DNA juoste on denaturoitu auki ja koettimen
reportteri (R) ja himmennin (Q) päät molemmat ovat kiinni koettimessa,
jolloin vain himmenin on aktiivinen. B-kohdassa DNA-vastinjuosteen
rakentaminen on alkanut ja koetin on sitoutunut DNA-juosteeseen.
Himmennin on vieläkin aktiivinen. C-kohdassa uusi juoste on
muodostunut ja Taq-polymeraasi pilkkoo koettimen pois tieltään
muodostaessaan DNA-juostetta. Koettimesta irronnut reportteri lähettää
nyt fluoresenssia ollessaan poissa himmentimen vaikutuksesta. (Kuva
mukailtu lähteestä Davidson 2003, http://www.bio.davidson.edu/Course
s/Molbio/MolStudents/spring2003/Pierce/realtimepcr.htm)
Käytettäessä qPCR:ää voidaan tulokset saada paljon nopeammin ja tehokkaammin kuin
perinteisessä PCR:ssä, koska ei tarvita enää ns. post-PCR työtä. Post-PCR voi olla mm. PCR-
laitteella kopioitujen näytteiden ajamista esimerkiksi agaroosigeelielektroforeesilla. Tällöin
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vaarana voi olla näytteen kontaminoituminen ja lopullisen tuloksen saamiseen menee enemmän
aikaa. Suurien näytemäärien ajaminen qPCR:llä onnistuu helpommin (Heid, ym. 1996).
qPCR tulokset luetaan kuvaajasta, jossa x-akselilla on PCR-syklien määrä ja y-akselilla
fluoresenssi (Kuva 3.). Fluoresenssikäyrä, joka kuvaajaan piirtyy, sisältää kaksi vaihetta:
ensimmäisessä vaiheessa DNA jakaantuu eksponentiaalisesti ja toisessa vaiheessa PCR-
tuotteiden muodostuminen alkaa hidastua, jolloin tulee ns. tasainen vaihe (Real-Time PCR
Applications Guide 2006). Kvantitoinnissa käytetään apuna Ct-arvoa. Ct-arvo kertoo missä
syklissä fluoresenssikäyrä ylittää kynnysarvon (treshold). Kynnysarvo asetetaan PCR-ajon
jälkeen. Ct-arvon perusteella vertaillaan eri näytteitä toisiinsa. Mitä vähemmän monistettavaa
kohde-DNA:ta näyte-DNA:ssa on ajon alkaessa, sitä myöhemmin näytteen fluoresenssikäyrä
ylittää treshold-viivan.
Kuva 3. qPCR ajon aikana syntyvä kuvaaja, jossa x-akselilla on ajon
eteneminen sykleittäin ja y-akselilla fluoresenssi. Eksponentiaalisessa
vaiheessa DNA jakautuu eksponentiaalisesti. Tasaisessa vaiheessa
nukleotidien- ja muiden reagenssien väheneminen rajoittaa DNA
replikoitumista. Ct-arvo kertoo milloin näytteen fluoresenssi ylittää
kynnysarvon eli Treshold-viivan. Vertaamalla näytteiden Ct-arvoja
standardin Ct-arvoihin saadaan selville näytteessä olevan DNA:n pitoisuus
(Kuva mukailtu Real-Time PCR Applications Guide 2006 -oppaasta)
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Molekyylibiologiset työmenetelmät vaativat tarkkuutta ja niissä käytettävät ainemäärät ovat
todella pieniä. Jotta DNA:n kopioiminen, kontaminaatioiden välttäminen ja halutun informaation
saaminen onnistuisi, on työskentelyn oltava tarkkaa. Tarkkuutta ja onnistumista saadaan lisättyä
käyttämällä valmista mastermixiä, jossa on kaikki tarvittavat ainekset qPCR reaktiota varten.
Mukaan lisätään alukkeet, koetin sekä sisäistä standardia, jonka avulla näytteiden käsittelyä ja
ajon onnistumista voidaan mitata. Lisäksi valmistetaan laimennossarja bakteerisuspensiosta
standardisuoraa varten, johon varsinaisia näyteajoja verrataan. Standardisuoraa varten
valmistettavat standardiliuokset tehdään tunnetusta pitoisuudesta laimentamalla
bakteerisuspensiota erisuuruisia laimennoksia. Standardisuoran avulla saadaan selville näytteissä
olleen DNA:n pitoisuus.
Mykobakteerien osoittamiseen käytettyjä molekyylibiologisia menetelmiä on mm. perinteinen
PCR-menetelmää, jossa hyödynnetään mykobakteereille hyvin spesifistä 16S rDNA tekniikkaa
(Schwartz, ym. 1998). qPCR-menetelmä on kuitenkin yleistynyt mykobakteerien osoittamisessa,
koska sen on huomattu olevan nopea, herkkä ja suurten näytemäärien käsittely kerralla on
helppoa (Schwartz, ym. 1998). qPCR:ää on sovellettu mm. mykobakteerien osoittamisessa
sairaalan verkostovesistä, maidosta sekä metalliteollisuudessa käytettävistä nesteistä, joissa 16S
rDNA geenin lisäksi on käytetty mykobakteereille spesifistä IS900 geeniä alukkeiden
suunnittelussa (Khan & Yadav 2004, Slana, ym. 2008, Hussein, ym. 2009).
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3. TALOUSVEDET JA NIIDEN VALMISTUS
3.1 Talousveden valvonta
Suomessa talousveden laatuvaatimuksia ja valvontatutkimuksia säätelee sosiaali- ja
terveysministeriön antama asetus, jossa käy ilmi yleiset määräykset, kuinka talousveden laatua
tarkkaillaan. Talousveden laatua valvovat terveydensuojeluviranomaiset, jotka ottavat
säännöllisesti valvontanäytteitä erikseen laaditun ohjelman mukaan (Pönkä 2002). Vesilaitosten,
jotka toimittavat talousvettä vähintään 10 m3 päivässä tai vähintään 50 henkilölle, joutuvat
laatimaan valvontatutkimusohjelman (Terveydensuojelulaki 763/1994).  Suomessa talousvedestä
yli puolet kulutetaan kotitalouskäytössä ja loput joko maataloudessa tai teollisuudessa.
Vedenkulutuksessa on tapahtunut muutoksia menneiden vuosikymmenien aikana. Esimerkiksi
kotitalouksissa vedenkulutus on laskenut ja tällä hetkellä kulutus on noin 150 litraa henkeä
kohden vuorokaudessa (Pönkä 2002).
Terveydensuojelulain, 16 § (763/1994) määrittelee talousveden seuraavasti: ”Talousvedellä
tarkoitetaan luonnon kivennäisvettä ja lääkinnällisiin tarkoituksiin käytettävää vettä lukuun
ottamatta:
1) kaikkea vettä, joka on tarkoitettu juomavedeksi, ruuan valmistukseen tai muihin
kotitaloustarkoituksiin riippumatta siitä, toimitetaanko vesi jakeluverkoston kautta, tankeissa,
pulloissa tai säiliöissä; sekä
2) kaikkea sitä vettä, jota elintarvikealan yrityksessä käytetään elintarvikkeiden valmistukseen,
jalostukseen, säilytykseen ja markkinoille saattamiseen”.
Sosiaali- ja terveysministeriön asetuksessa (461/2000) annetaan talousvedelle laatuvaatimus:
”Talousvedessä ei saa olla pieneliöitä tai loisia tai mitään aineita sellaisina määrinä tai
pitoisuuksina, joista voi olla vaaraa ihmisen terveydelle”. Talousvetenä käytettävän veden laadun
muina päätavoitteina voidaan pitää seuraavia ominaisuuksia: kirkkaus, hyvä maku ja värittömyys
(Pönkä 2002). Luonnonvedet joita käytämme talousveden raakavesilähteenä, täyttävät
sellaisenaan harvoin talousvedelle asetetut laatunormit. Talousveden laatuvaatimusten
täyttymiseksi vesilaitoksille tuleva raakavesi käsitellään erilaisilla tekniikoilla, jolloin
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lopputuloksena huonolaatuisestakin raakavedestä saadaan talousveden laatuvaatimukset
täyttävää vettä (RIL 2003).
Nykyään raakavesilähteenä on yhä useammin vähemmän vedenkäsittelytekniikkaa vaativa
pohjavesi tai tekopohjavesi. Tekopohjavettä valmistetaan imeyttämällä maahan pintavettä
(Isomäki, ym. 2006). Enemmän käsittelyä vaativan pintaveden lähteenä voi olla järvi tai joki.
3.2 Pintavesi
3.2.1 Suomen pintavesilaitokset
Suomessa talousveden valmistuksessa käytettävän pintaveden osuus on tällä hetkellä 39 %
(VVY, 2009). Pintaveden suosio talousveden valmistuksessa on laskenut 1900-luvun kuluessa
(Mussalo-Rauhamaa, ym. 2007). Alkujaan vesilaitokset koostuivat oikeastaan kokonaan
pintavesilaitoksista.  Suomessa on noin 70 isoa ja 80 pienempää pintavesilaitosta (Mussalo-
Rauhamaa, ym. 2007). Pintaveden lähteenä olevat järvet ja joet ovat veden laadultaan joko
erinomaisia tai hyväksi luokiteltuja (Pönkä 2002). Pintaveden käsittely talousvedeksi on
kuitenkin monimutkaisempi verrattuna pohjavedenkäsittelyyn.
3.2.2 Pintaveden käsittelytekniikoita
Pintavettä ei voida käyttää talousvetenä ilman perusteellista vedenpuhdistusta. Pintavedessä on
runsaasti humusta, joka halutaan poistaa sen aiheuttaman ruskean värin ja mahdollisesti sen
sisältämien raskasmetalliyhdisteiden vuoksi (Pönkä 2002). Humuksen lisäksi halutaan poistaa
myös haitallisia mikrobeja, kuten ulosteperäisiä bakteereja (mm. Echerichia coli, Cambylobacter
jejuni, salmonella), alkueläimiä (mm. Giardia lamblia)  ja  viruksia  (mm.  noro-,  rota-  ja
adenovirukset) (Pönkä 2002). Veden puhdistamiseksi mikrobeista käytetään desinfiointia joko
kloorilla, kloramiinilla, kloorioksidilla, otsonilla tai ultraviolettivalolla (RIL 2003).
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Karkeasti pintaveden puhdistustoimenpiteet koostuvat välppäyksestä tai siivilöinnistä,
happamuuden säädöstä, kemiallisesta saostuksesta, selkeytyksestä, suodatuksesta ja
desinfioinnista (Pönkä 2002, SYKE 2009).  Välppäyksellä tai siivilöinnillä päästään eroon
suurimmista veden mukana tulevista materiaaleista, esimerkiksi kaloista ja irronneista
kasvinosista, jotka voisivat tukkia tai rikkoa vedenpuhdistuslaitteistoja jatkokäsittelyssä (Pönkä
2002, SYKE 2009). Kun suurin irtoroska on poissa, säädetään veden happamuus kalkkiveden,
natriumkarbonaatin tai natriumhydroksidin avulla, koska saostusprosessissa veden happamuus
lisääntyy.
Saostus tapahtuu koagulantin eli saostuskemikaalin avulla. Yleensä käytetään alumiinisulfaattia,
mutta polyalumiinikloridia tai ferrikloridiakin voidaan käyttää (Pönkä 2002, SYKE 2009).
Saostuskemikaalin ja humuksen sakkautuessa, flokin mukaan tarttuu myös muita vedessä olevia
epäpuhtauksia. Seuraava toimenpide on flokin poistaminen ja se tapahtuu painovoiman avulla
joko selkeytyksessä tai flotaatiossa eli kuplituksessa. Kuplituksessa flokkimateriaali ajautuu
ylöspäin ja sen poisto tapahtuu kuorinnalla vedenpinnalta (RIL 2003). Samalla poistuvat vettä
kevyemmät epäpuhtaudet, kuten rasvat.
Selkeytyksen tai flotaation jälkeen vesi ohjataan suodatukseen. Vesi voidaan suodattaa hiekan tai
aktiivihiilen läpi tai sitä voidaan ilmastaa. Suodatuksella poistetaan pienimmätkin hiukkaset pois
vedestä. Tämän jälkeen vesi desinfioidaan kloorauksella tai UV-valon tai otsonin avulla, tai
käytössä voi olla useampikin vaihtoehdoista (RIL 2004). Kloorin etu verrattuna otsoniin tai UV-
valoon on, että siitä jää jälkidesinfiomisvaikutusta myös vesijohtoverkostoon (Pönkä 2002, RIL
2003). Vedessä olevat klooriyhdisteet voivat kuitenkin korkeina pitoisuuksina olla haitallisia
terveydelle. Etenkin kloorin ja veden humuksen yhteisvaikutuksesta voi syntyä orgaanisia
halogenoituja hiilivetyjä, jotka ovat genotoksisia eli perimävaurioita aiheuttavia aineita (Pönkä
2002). Tämän vuoksi onkin pyritty siirtymään muihin desinfioiviin menetelmiin kuten UV-valon
käyttöön ja otsonointiin. UV on nuorin desinfioimiskeinoista.
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3.2.3 Pintaveden otsonointi
Otsonoinnilla saavutetaan useita muitakin etuja kuin desinfiointi. Esiotsonoinnilla voidaan
tehostaa saostusta, jolloin saostuskemikaalin tarve vähenee. Otsoni parantaa myös veden makua,
hajua ja väriä, sekä hapettaa orgaanisia ja epäorgaanisia yhdisteitä jolloin ne muuttuvat
haitattomampaan muotoon (Pönkä 2002, RIL 2004). Otsoni hapettaa orgaanisista yhdisteistä
samat kohdat jotka kloorikin hapettaisi, joten otsoni toimii samoin kuin kloori (RIL 2004).
Esimerkiksi bakteerien soluseinän läpäisevyys muuttuu, koska soluseinässä olevien
rasvahappojen kaksoissidoksien ja entsyymien rakenne muuttuu (RIL 2004). Otsoni täytyy
valmistaa vesilaitoksella koska se hajoaa helposti. Otsonia valmistus tapahtuu sähköpurkauksien
avulla ilmasta tai puhtaasta hapesta. Kun ilma tai happi on suodatettu, se viilennetään, kuivataan
ja paineistetaan. Em. käsittelyjen jälkeen ilma tai happi altistetaan 20 000 voltin
sähköpurkaukselle, jolloin syntyy otsonia (Manahan 2000).
Otsonoinnin haittapuolena on sen nopea hajoaminen, jolloin vedestä tuhottavien mikro-
organismien kosketus otsonin kanssa voi olla liian vähäinen. Lisäksi otsoni muuttaa vedessä
olevan humuksen aineita mikrobeille käyttökelpoisempaan muotoon (Lehtola, ym. 2001).
Humuksen biohajoavuus ja polaarisuus kasvaa sekä siitä tulee pienimolekyylisempää (RIL
2004). Tämän vuoksi otsonointi olisi syytä tehdä mahdollisimman puhtaaseen veteen, jolloin
mikrobien jälkikasvua verkostossa voitaisiin paremmin ehkäistä (RIL 2004). Otsonin hajottamia
pienimolekyylisiä orgaanisia yhdisteitä pyritään yleensä poistamaan lisäämällä prosessiin
aktiivihiilisuodatus otsonoinnin jälkeen.
3.3 Pohjavesi
Pohjaveden tai tekopohjaveden osuus talousveden lähteenä on suurempi kuin pintavesien, osuus
on tällä hetkellä 61 % (VVY 2009). Pohjavesilaitoksia Suomessa on tuhansia, jotka
käyttäjämääriltään ovat suhteellisen pieniä, kymmenistä muutamaan tuhanteen käyttäjään
(Mussalo-Rauhamaa, ym. 2007). Pohjavettä ei käsitellä ollenkaan ennen verkostoon johtamista
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tai sen puhdistustoimenpiteet ovat paljon yksinkertaisemmat kuin pintavedellä (Pönkä 2002,
Isomäki, ym. 2006). Pohjaveden pH on Suomessa yleensä luonnostaan melko alhainen.
Pohjavedelle yleisempiä tehtäviä toimenpiteitä ovat happamuuden ja kovuuden säätö
vesikalusteiden kunnon ylläpitämiseksi. Alkalointi ja kovuuden säätö voidaan tehdä
kalsiumhydroksidin, natriumhydroksidin tai natriumkarbonaatin eli kemikaalien avulla.
Vaihtoehtona ovat myös massat eli kalkkikivi tai dolomiitti (Isomäki, ym. 2006). Alkaloinnilla
nostetaan pH:n lisäksi veden puskurikykyä.
Ilmastamalla pohjavettä saadaan sen korrosoivia ominaisuuksia hillittyä sekä voidaan saostaa
mangaania ja rautaa, jos ne ovat ongelmana (Isomäki, ym. 2006). Myös veden haju ja maku
paranevat ilmastuksen yhteydessä. Joskus mangaanin saostamiseen voidaan tarvita ilmastusta
tehokkaampaa kaliumpermangaattia (Pönkä 2002). Syntynyt sakka poistetaan selkeyttämällä tai
suodattamalla. Ilmastuksen yhteydessä käytetään suodatusta jonka avulla sakka saadaan pois.
Suodatuksessa voidaan käyttää mm. hiekka-, aktiivihiili- tai kalvosuodattimia (Isomäki, ym.
2006).
Pohjaveden mahdollinen desinfiointi tehdään kloorin, hypokloriitin, kloramiinin tai UV-valon
avulla (Pönkä 2002, Isomäki, ym. 2006). UV-valolla desinfiointi tapahtuu johtamalla vesi
putkimaisen kammion läpi, jossa on useita pitkittäissuunnassa olevia UV-lamppuja (RIL 2004,
Isomäki, ym. 2006). UV-desinfiointi on hyvä ja tehokas tapa taata veden puhtaus, mutta
jälkidesinfektiovaikutus siltä puuttuu.
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4. TUTKIMUKSEN TAVOITTEET
Tämän työn tavoitteena oli selvittää soveltuuko aiemmin pölynäytteille kehitetty kvantitatiivinen
real-time PCR -menetelmä vesinäytteiden analysointiin. Työssä verrattiin qPCR-menetelmällä
saatuja mykobakteeripitoisuuksia perinteisellä viljelymenetelmällä saatuihin pitoisuuksiin
analysoitaessa mykobakteereita talous- ja lämminvesinäytteistä. Muina tavoitteina oli selvittää
raakavesityypin vaikutusta mykobakteeripitoisuuksiin sekä mykobakteerien esiintymistä
talousvesissä verrattuna lämpimiin käyttövesiin.
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5. AINEISTO JA MENETELMÄT
5.1 Vesinäytteet
Talous- ja lämminvesinäytteitä saatiin tutkimukseen 12 eri paikkakunnalta ympäri Suomea.
Tutkimukseen osallistuneet paikkakunnat edustivat kolmea erilaista raakavesilähdettä: pohjavesi,
pintavesi ja otsonoitu pintavesi. Näytteet kultakin paikkakunnalta otti paikallinen
terveystarkastaja.
Talousvesinäytteet otettiin verkostosta kolmesta eri pisteestä: vesilaitokselta verkostoon
lähtevästä vedestä, verkoston puolivälistä ja verkoston ääriosasta. Jokainen terveystarkastaja
valitsi itse näytteenottopaikat. Talousvesinäytteen ottotapa oli kaikilla samanlainen, hana avattiin
kylmältä puolelta ja juoksutettiin, kunnes lämpötila tasaantuu.
Viimeisestä näytteenottopisteestä eli verkoston ääriosasta otettiin ennen talousvesinäytettä
lämminvesinäyte kuumalta puolen ilman juoksutusta. Vesinäytteet toimitettiin kylmälaukussa
Terveyden ja hyvinvoinninlaitokselle (THL) Kuopioon postitse heti näytteenoton jälkeen.
Näytteiden analysointi aloitettiin vuorokauden sisällä näytteenotosta.
Mikrobianalyysejä varten vesinäytteet otettiin yhden litran steriloituun
polyetyleenimuovipulloon. AOC -määritystä varten näyte otettiin ruskeaan 0,5 l lasipulloon.
Kaikkiin näytepulloihin ennen näytteenottoa pipetoitiin natriumtiosulfaattia 5 ml litraa kohden
desinfiointikemikaalien inaktivoimiseksi.
Näytepullot, näytteenotto-ohje (Liite 1.) sekä kylmäpatruunat lähettiin kylmälaukussa
näytteenottajalle. Yhteydenotto paikkakunnille tapahtui ensin puhelimella ja myöhemmin
sähköpostilla, jolloin näytteenottoajankohdasta ja tarkemmista näytteenottotiedoista sovittiin.
Kaikki tutkimukseen osallistuvat paikkakunnat täyttivät tutkimuslomakkeen (Liite 2.), jossa
tiedusteltiin vesilaitokseen ja verkostoon liittyviä tietoja (Taulukko 1.).
28
Taulukko 1. Eri kaupunkien raakavesityypit, vedenkäsittelymenetelmät ja putkimateriaalit
koottuna samaan taulukkoon. Veden käsittelymenetelmät eivät ole siinä järjestyksessä jossa ne
vesilaitoksella toteutetaan. Lyhenteille on taulukon alla selvitykset
kaupunki raakavesi käsittelya
desinfiointi
menetelmä
putki-
materiaalib
1 pintavesi FS-S, HS ja AHS, FL klooriamiini,UV R, T
2 pintavesi FS-S, HS ja AHS, FL hypokloriitti,UV R, T
3 otsonoitupintavesi EO3, FS-S, HS ja AHS, FL hypokloriitti R, T, M, H
4 pintavesi FS-S, HS (pika- ja hidassuodatus) jaAHS, FL
klooriamiini,
UV R, M
5 pintavesi FS-S, HS ja AHS, FL kloorioksidi R, H
6 otsonoitupintavesi
FS-S, hämmennys, selkeytys, EO3,
HS ja AHS
klooriamiini,
UV R, T
7 pohjavesi ei käsittelyä hypokloriitti R, M
8 otsonoitupintavesi FS-S, FL, HS, EO3, AHS hypokloriitti R, M
9 pohjavesi kaliumpermangaattihapetus, nano-suodatus, kontaktisuodatus, hidassuodatus UV M
10 pohjavesi ei käsittelyä UV R, M
11 otsonoitupintavesi FS-S, EO3, HS, FL
klooriamiini,
UV R, T, M, H
12 pohjavesi ei käsittelyä UV R
aFS-S, ferrisulfaattisaostus; HS, hiekkasuodatus; AHS, aktiivihiilisuodatus;
FL, flotaatio; EO3, esiotsonointi
bR, rauta; T, teräs; M, muovi; H, himaniitti
5.2 Mykobakteerien analysointi
5.2.1 Maljaviljely
Mykobakteerien viljelemiseksi näytteet dekontaminoitiin CPC:llä ja jokaisesta näytteestä
konsentroitiin neljä tilavuutta: 100 ml, 10 ml, 1 ml ja 0,1 ml. Näytepullo ravisteltiin huolellisesti
ja vesinäytettä mitattiin 150 ml steriiliin lasipulloon. Jokaiseen 150 ml vesinäytteeseen lisättiin
760 µl 1 %:sta CPC:tä eli vaikuttava konsentraatio oli 0,005 %. CPC:n annettiin vaikuttaa
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jokaisessa näytteessä 30 minuuttia jonka jälkeen näytteet välittömästi konsentroitiin
suodattamalla. CPC:tä lisättiin vesinäytteisiin noin 15 minuutin välein, jotta edellinen näyte oli
ehditty suodattaa ja suodatuslaitteisto steriloida ja valmistella seuraavaa näytettä varten.
Suodatuslaitteistoon kuului kolme suodatinpäätä ja niihin sopivat 500 ml:n suppilot (Sartorius,
Göttingen, Germany) korkeapainepumppu (Edwards, Crawley, England) ja imupullo. Ennen
jokaista suodatusta suppilot ja suodatinpäät steriloitiin alkoholin (A) avulla liekittämällä.
Liekityksen jälkeen suodatinlaitteisto huuhdeltiin steriilillä deionisoidulla vedellä. Suppilo-osa
irrotettiin ja selluloosanitraattisuodatin asetettiin aseptisesti steriloidulle suodatinpäälle liekissä
steriloiduilla pinseteillä.
Hieman ennen CPC:n vaikutusajan täyttymistä 150 ml:n vesinäytteestä mitattiin 1 ml, 10 ml ja
100 ml selluloosanitraattisuodattimille (50 mm, 0,2 µm, Sartorius, Göttingen, Germany)..
Vaikutusajan täytyttyä 1 ml:n näytteeseen pipetoitiin 10 ml fosfaattipuskuria kantovedeksi ja
kaikki kolme tilavuutta imettiin samanaikaisesti läpi. Setyylipyridiinijäämät huuhdeltiin lopuksi
lisäämällä suppiloihin 50 ml fosfaattipuskuria. Suodatuksen jälkeen suodattimet nostettiin
steriloiduilla pinseteillä edellisenä päivänä huoneenlämpöön otetuille Mycobacteria 7H11-
maljoille (7H11, Difco, Liite 3.), joihin oli etukäteen merkitty näytetiedot ja päivämäärä. Maljat
nostettiin pimeään odottamaan pakkausta lämpökaappiin.
Näytelaimennos 10-1 analysoitiin, kun kaikki 1 ml:n, 10 ml:n ja 100 ml:n näytteet siltä päivältä
oli suodatettu.  Näytepulloa ravisteltiin huolellisesti ja siitä kaadettiin n. 2 ml vettä koeputkeen.
Vesinäytettä pipetoitiin 1 ml näytekoodilla merkittyyn koeputkeen, jossa oli valmiiksi 9 ml
fosfaattipuskuria. Tähän laimennokseen lisättiin 0,1 %:sta CPC:tä 526 µl:aa, jonka annettiin
vaikuttaa 30 minuuttia. Laimennos suodatettiin ja viljeltiin Mycobacteria 7H11-agarille, kuten
muutkin tilavuudet. Lopuksi kaikki päivän aikana suodatetut näytemaljat suljettiin parafilmillä,
pakattiin muovipusseihin kuivumisen ehkäisemiseksi ja kasvatettiin +30 ºC:ssa 2 kk.
7H11- maljat luettiin ensimmäisen kerran kahden viikon kuluttua viljelystä, sitten kuukauden ja
viimeisen kerran kahden kuukauden kuluttua. Maljoille kasvaneet pesäkkeet kuvailtiin ja niiden
lukumäärä merkittiin näytetietolomakkeisiin.  Maljoilla kasvaneista pesäkkeistä tehtiin Ziehl-
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Neelsen happovärjäys, jonka avulla varmistettiin, onko pesäke mykobakteeri. Haponkestävät
pesäkkeet laskettiin mykobakteereiksi.
5.2.2 Kvantitatiivinen Real-Time PCR menetelmä
5.2.2.1 Vesinäytteiden suodatus PCR määritystä varten
Kvantitatiivista real-time PCR menetelmää varten 100 ml:aa vesinäytteitä konsentroitiin nylon-
suodattimelle (0,2 µm, 47 mm, Hampshire ,UK) läpi samalla suodatuslaitteistolla kuin edellä.
Suodatuslaitteisto steriloitiin ja näyte suodatettiin kuten mykobakteeriviljelyssä. Näytteen
imeydyttyä huuhdeltiin suppilo vielä pienellä määrällä steriloitua deionisoitua vettä.
Nylonsuodatin taiteltiin aseptisesti neljään osaan niin, että suodatuspinta jäi taitoksen
sisäpuolelle, suodatin asetettiin 15 ml:n Falcon-putkeen ja putket siirrettiin -20 ºC:een
odottamaan jatkokäsittelyä.
5.2.2.2 Esikokeet DNA eristysmenetelmän testaamiseksi
DNA-eristysmenetelmän testaamiseksi ja standardisuoraa, varten valmistettiin bakteerisuspensio
M. mucogenicum bakteerista (DSM 44 625). Nuorennusviljely kannasta tehtiin 7H11-maljalle ja
maljalle kasvanutta bakteeripesäkettä otettiin silmukkasauvalla 0,1 ml ja sekoitettiin 9,9 ml:aan
ultrapuhdasta vettä (Millipore, Elix 5UV). Suspension solupitoisuus laskettiin
akridiinioranssivärjäyksen jälkeen ja siitä valmistettiin testisuodattimia, joilla oli eri pitoisuuksia.
Esikokeissa testattiin kahta eri hajotusaikaa DNA-eristyksen alussa ja etanolisaostuksen avulla
tapahtuvan DNA:n konsentroimisen vaikutusta qPCR-menetelmän herkkyyteen.
5.2.2.3 Akridiinioranssivärjäys
M. mucogenicum -suspension bakteeripitoisuus määritettiin akridiinioranssivärjäyksellä.
Bakteerisuspensiosta tehtiin laimennokset 10-2, 10-3, 10-4 ja 10-5 koeputkiin ja niitä keitettiin + 95
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ºC:ssa 15 minuutin ajan. Työhön tarvittavat määrät rikkihappoa ja akridiinioranssivärjäysliuosta
suodatettiin 0,2 µm kasettisuodattimen (Millex GS-kasettisuodatin, Millipore) läpi.
Suodatinlaitteiston (monikanavasuodatinlaitteisto) suppilo-osat steriloitiin ennen suodattamista
70 %:lla etanolilla ja huuhdottiin steriilillä Milli -Q vedellä. Suodatin pidikkeeseen asetettiin
varovasti kostutetut valkoiset polykarbonaattisuodattimet (Nuclepore, huokos-koko 0,4 µm,
halkaisija 25 mm) ja ne imettiin pumpun avulla kiinni suppiloon. Valkoisten suodattimien päälle
asetettiin varovasti mustat polykarbonaattisuodattimet (Nuclepore, huokos-koko 0.2 µm,
halkaisija 25 mm) kiiltävä puoli ylöspäin.
Ensin suodatettiin 5 ml Milli-Q vettä suodattimien läpi ja tämän jälkeen suppiloon pipetoitiin 5
ml Milli-Q vettä kantovedeksi. Suppiloon pipetoitiin 0,5 ml jäähtynyttä näytettä, se imettiin läpi
ja suodattimia huuhdottiin 5-10 ml:lla Milli-Q vettä. Huuhtelun jälkeen suodattimille pipetoitiin
1 ml 1 M rikkihappoa, jonka annettiin vaikuttaa 10 minuutin ajan. Happo imettiin läpi ja
suodattimet huuhdottiin 5 ml:lla Milli-Q vettä ja suodattimille pipetoitiin 1 ml mykobakteerien
akridiinioranssiliuosta (Katila & Mäntyjärvi 1982) jonka annettiin vaikuttaa 10 minuuttia.
Vaikutusajan loputtua liuos imettiin läpi ja huuhdottiin 5 ml:lla Milli-Q vettä. Suodattimia
kuivattiin imemällä niiden läpi ilmaa 1,5 minuuttia ja imun vielä ollessa päällä musta Nuclepore
-suodatin asetettiin varovasti pinsettien avulla objektilasille. Suodattimen päälle asetettiin
peitinlasi jossa oli tippa immersioöljyä. Preparaatteja säilytettiin tämän jälkeen pimeässä.
Mykobakteerisolut laskettiin epifluoresenssimikroskoopilla (Olympus Bx52/52) käyttäen 1000x
suurennosta (objektiivi: Olympus UPlanFI 100x/1.30 Oil ?/0,17 ja okulaarien suurennos 10).
Lukumäärä laskettiin laskentaruudukon avulla 20:stä sattumanvaraisesti valitusta näkökentästä
kaavalla:
{[(R2 * ? * solujen lkm)/(A*laskentakenttien lkm)] x 1000} /V (1)
jossa R on suodatinsuppilon aktiivisen alueen säde, joka oli 9,5 mm, A laskentaruudukon pinta-
ala (0,01 mm2) sekä V on näytetilavuus joka oli 0,5 ml.
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5.2.2.4 Esikoe- ja standardisuodattimien valmistus
Mykobakteerisuspension pitoisuudeksi säädettiin noin 106 solua/ml. Suspensiosta valmistettiin
laimennoksia 103 -106 solua/ml DNA-eristysmenetelmän etanolisaostuksen testaamista varten.
106 -laimennosta valmistettiin DNA-eristyksen aluksi tehtävän hajotusajan testausta varten.
Ensimmäiseksi suspensio sekoitettiin koeputkiravistelijassa huolellisesti, jotta massa on varmasti
sekaisin. Laimennossarja aloitettiin pipetoimalla ensin 0,1 ml:aa bakteerisuspensiota 9,9 ml:aan
steriloitua ultrapuhdasta vettä. Tällöin pitoisuudeksi saatiin n. 106 solua/ml ja tästä
konsentraatiosta valmistettiin 105 -103 laimennokset.
Laimennokset suodatettiin samalla korkeapainepumppu suodatuslaitteistolla kuin mykobakteeri
suodatuksetkin. Ensimmäiseksi suodatuslaitteisto steriloitiin liekittämällä se alkoholin avulla ja
huuhdeltiin sen jälkeen steriilillä deionisoidulla vedellä. Laimennoksia pipetoitiin
nylonsuodattimille 1 ml ja sen päälle 100 ml steriiliä deionisoitua vettä. Suodatin taiteltiin
neljään osaan ja asetettiin Falcon-putkeen, joka vietiin -20 ºC:een pakastimeen.
5.2.2.5 Esikokeet
Esikokeissa DNA-eristysmenetelmää testattiin kahdella eri hajotusajalla. Ensin testattiin
hajotusaikaa, jossa testinäytteitä pidettiin helmimyllyssä ensin 1 minuutin ajan ja toisen kerran
myös 1 minuutin ajan. Toisessa testissä helmimyllytysaika oli ensin 2 minuuttia ja toisella
kerralla 1 minuutti. Eroa ei ollut yhden ja kahden minuutin helmimyllytysajoilla, joten
varsinaisten näytteiden hajotusajaksi valittiin 1 + 1 minuuttia.
DNA:n saostuksessa testattiin antaako hajotetun DNA:n joukkoon lisätty 3 M natriumasetaatti ja
99,8 % etanoli paremman tuloksen kuin ilman lisäystä. Saostustestissä suuremman tuloksen
antoivat testinäytteet joihin oli lisätty 3 M natriumasetaattia ja etanolia ennen pakastusta.
Varsinaisten näytteiden DNA saostettiin käyttämällä em. menetelmää.
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5.2.2.6 Näytteiden DNA:n eristys
Varsinaisten näytesuodattimien esikäsittely DNA-eristystä varten aloitettiin kahden näytesarjan
eli yhteensä kahdeksan suodattimen erissä, etukäteen suunnitellussa järjestyksessä (Taulukko 2.).
Näytesuodattimien käsittely aloitettiin niiden silppuamisella autoklavoituihin 7 ml muovisiin
lasihelmiputkiin joihin oli mitattu ennen autoklavointia n. 2 g lasihelmiä (BioSpec Inc.
Bartlesville, USA). Silppuaminen suoritettiin aseptisesti steriloitujen saksien ja pinsettien avulla.
Suodatin silputtiin suoraan lasihelmiputkeen steriilin avonaisen Petri-maljan päällä. Suodatinta
pidettiin kokoajan taitettuna niin, ettei suodattimen sisäpuoli ollut avonaisena.
Taulukko 2. DNA-eristyksen työjärjestys
saostuskerta 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
saostus pvm 30.6.2009 30.6.2009 1.7.2009 7.7.2009 7.7.2009 8.7.2009 8.7.2009
näytteet
N1,
reagenssistd,
negatiivistd,
positiivistd,
106 standardi
N2, N3 N4, N5 N6, N7 N8, N9 N10, N11
N12,
reagenssistd,
negatiivistd,
positiivistd,
106 standardi
N1 = näyte 1, N2 = näyte 2, jne.
Suodatinsilpun ja lasihelmien sekaan pipetoitiin 1,2 ml 0,5 x TE:tä (100 x Tris EDTA Buffer
concentrate, Fluka analytical, joka laimennettiin 0,5xTE:ksi 0,2ml 100xTE/39,8 ml:n
nukleaasivapaata vettä) ja 10 µl sisäistä standardia Geotrichum candidum (EPA 400), jonka
jälkeen seos vorteksoitiin nopeasti sekaisin. Tämän jälkeen lasihelmiputket asetettiin
helmimyllyyn (Biospec Products Inc. Bartlesville, USA) ja niitä myllytettiin yhden minuutin
ajan. Myllytyksen jälkeen putkesta pipetoitiin kaikki neste (n. 400 µl) talteen 1,5 ml eppendorf -
putkeen ja lasihelmiputkiin lisättiin uudelleen 400 µl 0,5 x TE:tä. Putkia myllytettiin uudelleen
yhden minuutin ajan. Myllytyksen jälkeen neste otettiin talteen samoihin 1,5 ml eppendorf -
putkiin kuin edellä. Eppendorf-putkia joihin neste oli pipetoitu, fuugattiin sentrifuugissa
(Eppendorf AG, Hamburg, Germany) 10 minuuttia täysillä kierroksilla (16100 x g). Fuugauksen
jälkeen neste otettiin varovasti talteen uuteen puhtaaseen 2 ml eppendorf- putkeen johon lisättiin
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10 µl 3 M natriumasetaattia ja vähintään 1 x volyymi 100 %:sta alkoholia, kuitenkin niin, että
lopputilavuus oli 2 ml. 2 ml:n eppendorf -putket säilytettiin -20 ºC:ssa yön yli.
Seuraavana aamuna eppendorf -putkia sentrifugoitiin 15 minuuttia täysillä kierroksilla ja sen
jälkeen neste kadettiin varovasti pois. Sakkaa huuhdeltiin uudelleen lisäämällä siihen 500 µl 100
%:sta alkoholia ja putkia sentrifugoitiin taas 15 minuutin ajan täysillä kierroksilla. Fuugauksen
jälkeen neste dekantoitiin varovasti pois ja alkoholin annettiin haihtua kuiviin. Alkoholin
haihduttua putkiin lisättiin 50 µl 0,5 x TE:tä DNA:n liuottamiseksi ja eppendorf -putket laitettiin
säilöön – 80 ºC:een qPCR:ää varten.
Ensimmäisellä ja viimeisellä DNA-eristyskerralla mukana oli negatiivi-, positiivi- ja
reagenssikontrollit sekä suodatin standardia varten. Negatiivikontrolli käsiteltiin samalla tavalla
kuin kaikki muutkin näytteet sisäistä standardia myöten, mutta mitään näytettä ei siihen lisätty.
Positiivikontrollina käytettiin ns. bakteerikontrollia, joka on usean bakteerilajin sekoitus. Sulanut
bakteeriseos pipetoitiin lasihelmiputkeen ja putkea huuhdeltiin vielä 200 µl 0,5 x TE:llä ja
huuhdos pipetoitiin myös lasihelmiputkeen. Lasihelmiputkeen pipetoitiin tämän jälkeen 900 µl
0,5 x TE:tä sekä 10 µl sisäistä standardia.  Reagenssikontrolliin pipetoitiin pelkästään reagenssit,
ei mitään näytettä eikä sisäistä standardia.
5.2.2.7 PCR-reaktio
Kun kaikkien näyte-, kontrolli- ja standardisuodattimien sisältämä DNA oli eristetty em.
menetelmillä, tehtiin kaikkien standardien ja näytteiden pipetointi PCR-ajoa varten samalla
kertaa. Pipetointi PCR analyysiä varten suoritettiin PCR-pipetointikaapissa (Holten, mini Heto-
Holten, Lynge, Danmark). Eppendorf-putket, joita säilytettiin -80 ºC, otettiin sulamaan ennen
kuin pipetoinnin valmistelu aloitettiin.
Ensimmäisenä valmistettiin Mastermix, jonka tarve oli laskettu etukäteen (Taulukko 3) ja sitä
valmistettiin 64 reaktiota varten. Mastermix pipetoitiin huolellisesti yhteen eppendorf -putkeen,
johon pipetoitiin 2 x Universal Master Mixiä (UMM), joka sisältää mm. passiivireferenssin,
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värin optimoituja puskurikomponentteja ja DNA polymeraasi entsyymin (Applied Biosystems,
Roche,  Branchburg,  New  Jersey,  USA),  sekä  2mg/l  Bovine  serum  albumin:ia  (BSA),
nukleaasivapaata vettä, kahta eri aluketta ja koetin (Torvinen, ym. 200x). Mastermixin
valmistukseen (Taulukko 3) ja PCR-pipetointia varten oli laadittu ohje, jonka mukaan työ
toteutettiin. Ensimmäisenä PCR-putkiin pipetoitiin 23 µl mastermixiä ja sen jälkeen etukäteen
laaditun näytteiden pipetointijärjestyksen mukaan 2 µl näytettä. Kun kaikki näytteet oli saatu
pipetoitua, vietiin PCR- putket Rotor-Gene 3000 PCR -laitteeseen (Corbett Life Science,
Australia) ja ajo käynnistettiin. Jäljelle jäänyt eristetty näyte-DNA, vietiin takaisin
syväjääarkkuun.
Taulukko 3. Mastermixin valmistusohje 64 reaktiolle eli näytteelle. Mukaan
on laskettu 1 ylimääräinen reaktio 20 reaktiota kohden
reagenssi 1 x reaktio (µl) 64 x reaktio (µl)
2 x UMM 12,5 800
10 µM aluke 1 0,5 32
10 µM aluke 2 0,5 32
10 µM koetin 1 64
2 mg/ml BSA 2,5 160
vesi 6 = 23 µl 384 = 23 µl
templaatti 2 2
yhteensä = 25 µl = 25 µl
PCR-ajo tehtiin ohjelmalla, jossa blokki lämmitettiin ensimmäiseksi 2 minuutiksi 50 ºC
asteeseen, jolloin putkessa mahdollisesti olevat kontaminoivat vanhat PCR-tuotteet pilkkoutuvat
ja sitten 10 minuutiksi 95 ºC asteeseen, jolloin näyte-DNA denaturoitui. Tämän jälkeen ajo
koostui 40 syklistä, joissa vuorottelivat 15 sekunnin ajan 95 ºC, jolloin kaksijuosteinen DNA
denaturoituu yksijuosteiseksi ja sen jälkeen minuutin ajan 60 ºC, jolloin alukkeet ja koetin
tarttuvat vastinkohtiinsa ja DNA-polymeraasi valmistaa uuden juosteen.
5.2.2.8 Sisäisen standardin määritys
Sisäisen standardin määritystä varten syväjääarkussa olevat näytteet ja standardit otettiin
sulamaan. Ajoa varten valmistettiin mastermix 64 reaktiota ajatellen samalla ohjeella kuin
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ennenkin (Taulukko 2.), mutta ajoon tarvittiin G. candidumille spesifiset alukkeet ja koetin.
Mastermixiä pipetoitiin ensin 96- kuoppalevylle, kuhunkin tarvittavaan kuoppaan 23 µl. Tämän
jälkeen pipetoitiin hyvin sekoitettua näytettä ja standardeja määrätyssä järjestyksessä 2 µl:aa
kuoppalevylle. Pipetoinnin jälkeen kuoppalevyn näytettä sisältävät suljettiin optiseen lukuun
tarkoitetuilla korkeilla ja kuoppalevy vietiin ABIPrism7000-laitteeseen (Applied Biosystems,
Foster City, USA). qPCR monistus tehtiin ohjelmalla, jossa näytettä kuumennettiin aluksi 2 min
50 °C:ssa ja sitten 10 min 95 °C:ssa. Tämän jälkeen toistettiin 40 sykliä 15 s 95 °C:ssa ja 1 min
60 °C:ssa.  Ajon tulokset tulostettiin ja tallennettiin kovalevylle.
5.2.2.9 qPCR standardisuora
Varsinaisten näytteiden käsittelyn jälkeen suoritettiin standardisuoran ja sisäisen standardin
määritys. Standardisuoraa varten eristettiin kahdesta tunnetun pitoisuuden näytteestä (106
solua/suodatin) DNA samalla tavalla kuin näytteistä. Tästä standardi DNA:sta pipetoitiin CAS-
1200 pipetointirobotilla (Corbett Robotics, Brisbane, Australia) 1:10-laimennossarja
laimennokseen 10-5 asti. Kummankin standardinäytteen jokaisesta laimennoksesta pipetoitiin
kolme rinnakkaista qPCR-reaktiota. Ennen varsinaista pipetoimista valmistettiin mastermixiä 41
reaktiota kohden ohjeen (Taulukko 2.) mukaan. Pipetointirobotti pipetoi näytteet PCR- putkiin ja
valmiit laimennokset ja laimennossarjat ajettiin samalla Rotor-Gene 3000 qPCR -laitteella ja
samalla ohjelmalla kuin näytteet.
Standardisuora laskettiin akridiinioranssivärjäyksen avulla saadun bakteeripitoisuus tuloksen ja
Rotor-Gene 3000 qPCR -laitteella ajetun laimennossarjan Ct-arvojen perusteella (Kuva 3.).
Bakteeripitoisuus laskettiin kullekin laimennokselle ja muutettiin logaritmiseksi. Delta Ct-arvo
laskettiin vähentämällä mykobakteeri-qPCR:n Ct-arvoista sisäisen standardin Ct-arvot.
Standardisuora piirrettiin logaritmiseksi muutettujen solumäärien (x-akseli) ja dCt arvojen
perusteella (y-akseli).
PCR ajon onnistumista voidaan tarkastella monistustehokkuuden avulla (Ae). Arvon tulisi olla
mahdollisimman lähellä kahta jolloin monistuminen on onnistunut täydellisesti.  Ae laskettiin
standardisuoran kulmakertoimen avulla kaavalla:
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Ae = 10 -1/kulmakerroin (2)
Monistustehokkuus laskettuna em. kaavalla Ae = 10-1/3,3956 = 1,97. qPCR standardisuoraa varten
tehty laimennossarja on onnistunut hyvin (Kuva 4.). Suoran yhtälön R2 -arvo on lähellä yhtä.
Kuva 4. qPCR standardisuora Mycobacterium mucogenicum -kantaa
käyttäen.
5.2.2.10 qPCR tulosten laskenta
Näytteiden mykobakteeri-qPCR-määritysten Ct-arvot normalisoitiin aluksi vähentämällä niistä
sisäisen standardin Ct-arvot, jolloin saatiin näytteen delta Ct-arvo. Kvantitointi tehtiin käyttäen
suhteellista kvantitointia, jossa näytteen delta Ct-arvoja verrataan tunnetun näytteen eli
kalibraattorin, tässä tapauksessa standardisuorasta lasketun keskimääräisen näytteen, delta-Ct-
arvoon, jolloin saadaan delta delta Ct (?? Ct). Kaavalla:
Ae ???Ct (3)
y = -3,3956x + 19,544
R2 = 0,9938
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missä Ae on monistustehokkuus ja ??Ct on ?Ctnäyte -  ?Ctkalibraattori lasketaan näytteessä olevan
kohde-DNA:n suhteellinen määrä. Kertomalla tämä kalibraattorin solupitoisuudella, joka on
standardisuorasta laskettu keskimääräinen solupitoisuus, saadaan pitoisuus näytteessä. Lopuksi
otettiin huomioon näytemäärä ja laskettiin mykobakteeripitoisuus solua/l.
Määritysraja qPCR:llä saatuihin tuloksiin laskettiin kaavalla:
k-(näytteen maksimi Ct - Geo Ct)/b (4)
jossa k on standardisuoran kulmakerroin ja b standardisuoran vakiotermi. qPCR -menetelmän
määritysrajaksi laskettiin kaavalla 4 1,28 ? 1 solua/ näyte. Koska käytetty näytetilavuus oli 100
ml, on qPCR-menetelmän määritysraja näytelitraa kohti laskettuna 10 solua/l.
5.3 Fysikaalis-kemialliset ja mikrobiologiset analyysit
Vesinäytteiden fysikaalis-kemialliset tulokset (Taulukko 4.) pyydettiin terveystarkastajilta jotka
ottivat vesinäytteet. Vesinäytteiden otto pyrittiin ajoittamaan samanaikaiseksi jatkuvanvalvonnan
näytteenoton kanssa, jossa vesinäytteistä tutkitaan kunkin paikkakunnan ympäristölaboratoriossa
lakisääteiset veden fysikaalis-kemialliset, sekä muut analyysit. Jos näytteenotto ei ajoittunut
jatkuvanvalvonnan kanssa samaan kertaan, käytettiin näytteenoton ajankohtaa mahdollisimman
lähellä olevien jatkuvanvalvonnan analyysituloksia.
Muuttujat joista saimme tietoa, olivat mm.: pH, lämpötila, sähkönjohtavuus, sameus,
alkaliniteetti, kokonaiskovuus ja permagnaattiluku. Myös vedessä olevien metallien pitoisuudet
(µg/l), kuten rauta, magnaani ja alumiini sekä kloorauksesta johtuvan kokonaiskloorin (mg/l) ja
vapaan kloorin (Cl2 mg/l) pitoisuudet saatiin tässä yhteydessä. Kaikista vesinäytteistä tietoja ei
ollut saatavissa.
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Taulukko 4. Talousvesinäytteiden (n = 36) kemiallisia ja fysikaalisia ominaisuuksia
parametri n minimi maksimi keskiarvo mediaani
heterotrofibakteeri (R2A, + 22 °C) (CFU/l)a 36 <10 1,7 x 106 3,3 x 105 1,5 x 105
heterotrofibakteeri (R2A, + 36 °C) (CFU/l)a 36 <10 1,7 x 105 2,7 x 104 1,0 x 104
AOC (µg C/l)b 12 29 334 182 166
AOC (µg asetaatti C/l)b 12 24 229 129 114
lämpötila (°C) talousvedet 35 0,4 16 5 5
lämpötila (°C) lämpimät vedet 11 20 79 48 47
KMnO4 (mg/l) 9 3 14 6 5,4
alkaliteetti (mmol/l) 16 0,3 1,1 0,7 0,77
pH 34 7,4 8,5 7,9 8
sameus (FNU) 30 0,1 0,7 0,2 0,18
rauta (µg/l) 34 <20 130 44 30
mangaani (µg/l) 28 10 35 12 10
alumiini (µg/l) 13 10 49 26 23
sähkönjohtavuus (µS/cm) 31 120 410 239 182
nitriitti NO2 (mg/l) 22 0,02 0,4 0,12 0,12
veden ikä (vrk) 22 0,3 5 1 1,4
etäisyys vedenottamosta (km) 32 1 30 9,3 8
vapaa Cl2 (mg/l) 13 0,03 0,36 0,07 0,05
kokonaiskloori (mg/l) 7 0,03 0,43 0,15 0,1
a THL:n laboratoriossa tehty määritys
b THL:n laboratoriossa tehty määritys vain vesilaitokselta verkostoon lähtevästä vedestä
Mikrobeille käyttökelpoisen hiilen (AOC) määritys tehtiin käyttäen modifikaatiota
menetelmästä, jossa mikrobeille käyttökelpoisen hiilen määrää testataan kahden eri mikrobin
avulla (AOCpotential) (van der Kooij, ym. 1982, Miettinen, ym. 1999). Toinen käytetyistä
bakteereista oli Pseudomonas fluorescens P17 (ATCC 49 642) ja toinen Aquaspirillum NOX
(ATCC 49 643) bakteeri. Modifikaatiossa näytteen sekaan lisättiin 100 µg epäorgaanisia
ravinteita sisältävää liuosta (Miettinen, ym. 1999), jolla taataan liuoksen ravinnetasapaino eli
lisätään vedessä minimitekijänä olevia epäorgaanisia ravinteita. Näytteet steriloitiin ensin + 60
ºC:ssa  30  min  ajan.  Näytteet  tehtiin  kahtena  rinnakkaisena  ja  kumpaankin  lisättiin  kahta  eri
bakteeripuhdasviljelmää, joiden annettiin inkuboitua + 15 ºC:ssa 7 vrk. Rinnakkaisista tehtiin
viljelyt kolmena peräkkäisenä päivänä. Näytteistä tehtiin kolme eri laimennosta 10-3, 10-4 ja 10-5
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R2A-elatusalustoille. Maljoja inkuboitiin + 20 ºC:ssa 3 vrk. Tulokset laskettiin asetaatti- ja
oksalaattihiiltä vastaavina orgaanisen aineen pitoisuuksina µg asetaatti-C/l ja µg AOC-C/l.
Heterotofiset bakteerit määritettiin itse laimennossarjamenetelmällä pintalevitystekniikkaa
käyttäen. Vesinäytettä pipetoitiin 1 ml 9 ml:aan steriiliä deionisoitua vettä (10-1) ja tästä tehtiin
jatkolaimennokset 10-3:een asti. Maljoille pipetoitiin vesinäytettä ja kaikkia laimennoksia 100
µl:aa ja näyte levitettiin tasaisesti agarin pinnalle steriloidulla lasisauvalla. Jokaisesta
laimennossarjasta viljeltiin kaksi rinnakkaista maljaa ja ne kasvatettiin (tai inkuboitiin) eri
lämpötiloissa, toiset + 22±2 ºC:ssa ja toiset + 36 ºC:ssa 14 vrk.
5.4 Tilastolliset analyysit
Tutkimuksen aineiston normaalisuus testattiin Shapiro-Wilkinsin testillä. Aineisto ei ollut
normaalisti jakautunut, joten analysoinnissa käytettiin ei-parametrisia testejä.  Viljely- ja qPCR-
menetelmillä saatuja mykobakteeripitoisuuksia verrattiin Wilcoxonin testillä. Viljely- ja
qPCR:llä saatuja mykobakteeripitoisuuksia eri raakavesityyppien samoin kuin eri
verkostopisteiden (vesilaitokselta lähtevä vesi, puoliväli ja ääriosa) välillä testattiin Kruskall-
Wallisin testillä. Verkostopisteistä (vesilaitokselta lähtevävesi, puoliväli ja ääriosa) välillä
testattiin Kruskal-Wallisin testillä. Verkoston ääriosista otettujen talousvesi- ja lämpimien
käyttövesinäytteiden välistä eroa tutkittiin Wilcoxonin testillä.
Mykobakteeripitoisuuksien ja vesien fysikaalis-kemiallisten ja mikrobiologisten laatumuuttujien
korrelaatioita laskettiin Spearmanin ei-parametrisella korrelaatio-testillä. Samaa testiä käytettiin
AOC:n ja mykobakteeripitoisuuksien korrelaatioiden laskemisessa.
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6. TULOKSET
6.1 Mykobakteerien esiintyminen raakavedeltään erilaissa talous- ja lämminvesissä -
maljaviljelyn ja qPCR -menetelmien vertailu
Mykobakteerien määrittämisessä viljely- ja qPCR -menetelmät erosivat toisistaan
pitoisuustasoissa sekä herkkyydessä havaita mykobakteereja erilaisista vesistä ja
verkostopisteistä (Taulukko 5.). qPCR -menetelmällä mykobakteerien esiintymis-% oli suurempi
kuin viljelyssä. Viljelyssä ja qPCR minimi pitoisuus oli <10 CFU/l tai <10 solua/l. qPCR:n
geometriset keskiarvot talousvesissä ja lämpimissä käyttövesissä olivat paljon suuremmat kuin
viljelyn.
Taulukko 5. Mykobakteerien esiintyminen ja pitoisuudet talousvesissä sekä lämpimissä
käyttövesissä viljely- ja qPCR -menetelmillä määritettynä
viljely PCR
näyte
mykobaktee-
rien esiinty-
vyys (%)
minimi
(CFU/l)
maksimi
(CFU/l)
geom.
ka
mykobaktee-
rien esiinty-
vyys (%)
minimi
(solua/l)
maksimi
(solua/l)
geom.
ka
talousvesi
n = 36
83 <10 3,2 x 104 92 86 <10 3,8 x 104 465
lämmin käyttö-
vesi n = 12
33 <10 135 4 83 <10 1,6 x 104 170
Talousvesissä viljely antoi kolmelle näytteelle positiivisen tuloksen vaikka qPCR:llä saatu tulos
samoista näytteistä oli negatiivinen. qPCR antoi myös kolmelle talousvesinäytteelle positiivisen
tuloksen vaikka viljelyllä näytteille saatu tulos oli negatiivinen. Lämpimissä käyttövesissä qPCR
antoi positiivisen tuloksen kuudelle näytteelle, joille viljelymenetelmällä tulos oli negatiivinen.
qPCR antoi kaikista talousvesistä laskettuna keskimäärin 5 kertaa suuremmat pitoisuustulokset
kuin viljely (P<0,01, Wilcoxon, Kuva 5). Vastaava ero lämpimissä käyttövesissä oli 44 (P<0,01,
Wilcoxon, Kuva 5.). Viljely- ja qPCR-tulokset korreloivat toistensa kanssa (r = 0,386, P<0,05).
Korrelaatio ei ole kovin voimakas, mutta silti tilastollisesti merkitsevä.
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Kuva 5. Mykobakteerien pitoisuus talousvesissä (n = 36) ja
lämpimissä käyttövesissä (n = 12) viljelyllä ja qPCR:llä määritettynä.
qPCR-menetelmän antamien tuloksien suhde viljelymenetelmän antamiin vaihteli
raakavesilähteestä riippuen (Kuva 6.). Maljaviljelypitoisuudet olivat suurimmat otsonoitua
pintavettä käyttävien kaupunkien talousvesissä ja pienimmät pohjavedestä valmistetuissa
talousvesissä (P<0,05, Kruskal-Wallis, Kuva 6.). Raakavesilähde vaikutti myös qPCR-
menetelmällä saatujen mykobakteerien pitoisuuteen talousvesissä (P<0,01, Kruskal-Wallis, Kuva
6.), mutta toisin kuin viljelyllä, suurin pitoisuus saatiin ei-otsonoitua pintavettä käyttävissä
talousvesissä.
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Kuva 6. Maljaviljelyllä (CFU/l) ja qPCR:llä (solua/l) saadut
mykobakteerien geometriset keskiarvot raakavedeltään erilaisissa
talousvesissä.
qPCR-menetelmä antoi ei-otsonoiduissa pintavesissä keskimäärin 33-kertaa suurempia ja
pohjavesissä 5-kertaa suurempia mykobakteeripitoisuuksia kuin viljely. Otsonoiduissa
pintavesissä molemmat menetelmät antoivat yhtä suuret mykobakteeripitoisuudet (viljelyllä 1,2-
kertaa suurempi mykobakteeripitoisuus kuin qPCR:llä) (Kuva 6.).
Heterotrofibakteeripitoisuus oli suurin otsonoiduissa pintavesissä ja pienin pohjavesissä (Kuva
7.). Tulos oli samansuuntainen kuin viljelymenetelmällä saaduissa mykobakteeripitoisuuksissa
(Kuva 6.).
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Kuva 7. Heterotrofisten bakteerien pitoisuus raakavedeltään
erilaisissa talousvesissä.
Eri verkostopisteiden tarkastelussa nähdään, että viljeltävien ja qPCR:llä määritettyjen
mykobakteerien pitoisuus kasvoi talousvesissä vesilaitokselta verkostoon mentäessä (Kuva 8.).
Vesilaitosvesistä mykobakteereita löytyi viljellen 58 %:sta ja verkostovesistä kaikista
verkostoista. Mykobakteereja löytyi qPCR:llä 67 %:sta vesilaitosvesiä ja verkostovesistä
kaikkien verkostojen joistakin osista. Verkoston keskiosista löytyi mykobakteereita viljelyllä
eniten ja ääriosasta qPCR:llä. Mykobakteeripitoisuus lämpimissä käyttövesissä oli samaa
suuruusluokkaa kuin vesilaitokselta lähtevässä vedessä. Vastaavasta verkostopisteestä otetussa
talousvedessä mykobakteeripitoisuus oli suurempi kuin lämpimissä käyttövesissä (viljely
P<0,01, qPCR P<0,01, Wilcoxon).
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Kuva 8. Maljaviljelyllä ja qPCR:llä saadut
mykobakteeripitoisuuksien geometriset keskiarvot eri
näytteenottopisteissä.
Viljelymenetelmä antoi ei-otsonoiduille pintavesille ja pohjavesille jokaisessa pisteessä
pienemmän mykobakteeripitoisuuden kuin qPCR (Kuva 9. ja 11.). Otsonoiduissa pintavesissä
viljelytulokset olivat suurempia tai samaa luokkaa kuin qPCR saadut mykobakteeripitoisuudet
(Kuva 10.).
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Kuva 9. Pintavesistä tuotetuissa vesijohtovesissä viljelyllä ja qPCR:llä
saadut mykobakteeripitoisuudet kaikissa verkostopisteissä (n = 4).
Kuva 10. Otsonoiduista pintavesistä tuotetuissa vesijohtovesissä viljelyllä ja
qPCR:llä saadut mykobakteeripitoisuudet kaikissa verkostopisteissä (n = 4).
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Kuva 11. Pohjavesistä tuotetuissa vesijohtovesissä viljelyllä ja qPCR:llä
saadut mykobakteeripitoisuudet kaikissa verkostopisteissä (n = 4).
6.2 Mykobakteeripitoisuuksien yhteys veden fysikaalis-kemialliseen ja mikrobiologiseen
laatuun
Vesien fysikaalis-kemiallisten sekä mikrobiologisten muuttujien ja mykobakteeripitoisuuden
välinen korrelaatio (Spearmanin korrelaatio) laskettiin kaikista talousvesinäytteistä, niin
vesilaitosvesistä kuin verkostovesistä (Taulukko 6.). Viljelymenetelmällä saadut
mykobakteeripitoisuudet korreloivat eri muuttujien kanssa kahdeksassa tapauksessa 17:sta.
Viljelytulokset korreloivat kaikkien mikrobiologisten muuttujien kanssa. Fysikaalis-kemiallisten
muuttujien, kuten sameus, rautapitoisuus ja etäisyys vedenottamosta korreloivat myös korrelaatio
oli tilastollisesti merkittävän (P<0,01). qPCR:llä saadut mykobakteeripitoisuudet korreloivat eri
muuttujien kanssa neljässä tapauksessa 17:sta. qPCR mykobakteeritulokset saivat korrelaation
vain fysikaalis-kemiallisten muuttujien, kuten raudan ja mangaanin (P<0,01) sekä vapaan Cl2:n
ja veden iän (P<0,05) kanssa.
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Taulukko 6. Kaikkien talousvesinäytteiden mykobakteeripitoisuuksien
korrelaatiot veden fysikaalisten-kemiallisten sekä mikrobiologisten muuttujien
kanssa
viljely (CFU/l) qPCR (solua/l)
muuttuja n r P r P
heterotrofibakteeri +22°C (CFU/l)a 36 0,56 <0,01 0,27 >0,05
heterotrofibakteeri +36°C (CFU/l)a 36 0,38 <0,05 -0,07 >0,05
AOC (µg C/l)b 12 0,61 <0,05 -0,19 >0,05
AOC (µg asetaatti C/l)b 12 0,66 <0,05 -0,04 >0,05
veden lämpötila (°C) 36 0,13 >0,05 0,23 >0,05
pH 33 0,43 >0,05 0,07 >0,05
sameus (FNU) 29 0,59 <0,01 0,57 <0,01
rauta (µg/l) 33 0,46 <0,01 0,47 <0,01
mangaani (µg/l) 27 0,03 >0,05 -0,34 >0,05
alumiini (µg/l) 13 0,46 >0,05 -0,34 >0,05
sähkönjohtavuus (µS/cm) 30 0,05 >0,05 -0,23 >0,05
nitriitti (mg/l) 15 0,37 >0,05 0,39 >0,05
veden ikä (vrk) 31 0,37 <0,05 0,36 <0,05
etäisyys vedenottamosta (km) 30 0,50 <0,01 0,33 >0,05
putkiston ikä (vuotta) 28 -0,13 >0,05 -0,10 >0,05
vapaa Cl2 (mg/l) 25 0,10 >0,05 0,46 <0,05
kokonaiskloori (mg/l) 22 0,62 >0,05 0,05 >0,05
a THL:n laboratoriossa tehty määritys
b THL:n laboratoriossa tehty määritys vain vesilaitokselta verkostoon lähtevästä
vedestä
Veden fysikaalis-kemiallisten ja mikrobiologisten muuttujien välinen korrelaatio (Spearmanin
korrelaatio) mykobakteeripitoisuuteen laskettiin myös pelkästään verkostopisteistä otetuista
talousvesistä (Taulukko 7). Verkostovesien muuttujien ja viljelyllä saatujen
mykobakteeripitoisuuksien välillä oli tilastollisesti merkitsevä korrelaatio vain neljässä
tapauksessa 17:sta. qPCR:llä tilastollisesti merkitsevä korrelaatio oli vain kahdessa tapauksessa
17:sta.
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Taulukko 7. Kaikkien verkostosta otettujen talousvesinäytteiden
mykobakteeripitoisuuksien korrelaatiot veden fysikaalisten-kemiallisten sekä
mikrobiologisten muuttujien kanssa
Suurin AOC-pitoisuus havaittiin otsonoiduilla pintavesillä (Taulukko 8). Pohjavesillä on pienin
AOC-lukujen keskiarvo. Eri vesityyppien AOC-pitoisuuksien välillä ei ollut tilastollisesti
merkitsevää eroa (P>0,05, Kruskal-Wallis).
Taulukko 8. Eri raakavesilähteiden AOC -C/l-pitoisuudet
AOC pintavesi otsonoitu pintavesi pohjavesi
µg asetaatti-
C/l µg -C/l
µg asetaatti-
C/l µg -C/l
µg asetaatti-
C/l  µg -C/l
keskiarvo 114 171 172 264 100 111
mediaani 114 166 193 289 74 84
min 95 160 88 142 24 29
max 131 192 215 334 229 247
viljely (CFU/l) qPCR (solua/l)
muuttuja n r P r P
heterotrofibakteeri +22°C (CFU/l)a 24 0,47 <0,05 0,21 >0,05
heterotrofibakteeri +36°C (CFU/l)a 24 0,26 >0,05 -0,07 >0,05
AOC (µg C/l)b 24 0,40 >0,05 0,22 >0,05
AOC (µg asetaatti C/l)b 24 0,35 >0,05 0,17 >0,05
veden lämpötila (°C) 24 0,13 >0,05 -0,17 >0,05
pH 22 0,14 >0,05 0,11 >0,05
sameus (FNU) 19 0,41 >0,05 0,53 <0,05
rauta (µg/l) 22 0,47 <0,05 0,44 <0,05
magnaani (µg/l) 19 -0,03 >0,05 -0,25 >0,05
alumiini (µg/l) 8 0,59 >0,05 -0,23 >0,05
sähkönjohtavuus (µS/cm) 19 0,10 >0,05 -0,18 >0,05
nitriitti (µg/l) 12 0,01 >0,05 0,02 >0,05
veden ikä (vrk) 19 -0,24 >0,05 0,24 >0,05
etäisyys vedenottamosta (km) 20 0,12 >0,05 0,07 >0,05
putkiston ikä (vuotta) 18 -0,18 >0,05 -0,16 >0,05
vapaa Cl2 (mg/l) 13 0,56 <0,05 0,55 >0,05
kokonaiskloori (mg/l) 13 0,69 <0,01 0,55 >0,05
a THL:n laboratoriossa tehty määritys
b THL:n laboratoriossa tehty määritys vain vesilaitokselta verkostoon lähtevästä
vedestä
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7. TULOSTEN TARKASTELU
7.1 qPCR- menetelmän esikokeet ja standardisuora
Tässä työssä käytettiin DNA:n eristyksessä ilmanäytesuodatinten DNA-eristykseen käytettävää
menetelmää (Rintala & Nevalainen 2006), joka ei kuitenkaan sellaisenaan soveltunut
vesinäytteille mm. suodatinten suuremman koon vuoksi. Tämän vuoksi eristyksen tilavuutta piti
kasvattaa, minkä seurauksena DNA:n konsentrointi tuli tarpeelliseksi. Alussa tehtävän solujen
hajotuksen tehokkuutta sekä DNA:n alkoholisaostusta testattiin. Solujen hajotuksessa päädyttiin
käyttämään helmimyllytysaikaa 1+1 minuuttia, koska helmimyllytysajan lisäämisellä ei ollut
vaikutusta DNA saannon suuruuteen. Alkoholisaostusta päädyttiin käyttämään koska
pienimmätkin mykobakteeripitoisuudet saatiin alkoholisaostusta käyttämällä esiin.
Standardisuoran perusteella laskettu qPCR menetelmän monistustehokkuus Ae oli 1,97, mikä
tarkoittaa että DNA:n kahdentuminen oli onnistunut lähes 100 %:sti. Myös suoran
korrelaatiokerroin oli >0,99, mikä osoittaa, että tutkitulla pitoisuusalueella menetelmä toimii
lineaarisesti.
qPCR-menetelmällä määritysrajan alle jääviä mykobakteerituloksia oli vähemmän kuin
viljelyssä. Viljelyssä varsinkin lämpimissä käyttövesissä mykobakteereja havaittiin vain 33
%:ssa, kun PCR:llä havaittiin 83 %:ssa lämminvesiä. Tulos tarkoittaa että mykobakteerien
elinkyky ei ole säilynyt lämminvesinäytteissä, joten suurinta osaa ei sen vuoksi ole saatu
viljelyllä esiin. Kaikki mykobakteerilajit eivät ole viljeltävissä ja silloin niiden olemassaolo
saadaan selville molekyylibiologisin keinoin, kuten aikaisemmissa tutkimuksissakin on havaittu
(Khan & Yadav 2004). qPCR menetelmä on herkkä ja voi havaita pieniäkin pitoisuuksia
mykobakteereja (Khan & Yadav 2004, Hussein, ym. 2009).
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7.2 Viljely- ja PCR- menetelmän vertailu raakavedeltään erilaisissa talousvesissä
7.2.1 Yleiset pitoisuustasot
qPCR-menetelmä antoi tässä tutkimuksessa talousvesistä 5 kertaa ja lämpimistä vesistä 44 kertaa
suurempia tuloksia kuin viljelymenetelmä. Ero menetelmien välillä oli odotettu, sillä myös
muissa PCR- ja viljelymenetelmää vertailevissa tutkimuksissa PCR on antanut suurempia
pitoisuuksia (Khan & Yadav 2004, Lehtola 2007, Hussein, ym. 2009, Torvinen, ym. 200x). PCR
-menetelmän antamiin suurempiin pitoisuuksiin voi olla useita syitä. PCR-menetelmä on
maljaviljelyä herkempi menetelmä, koska PCR pystyy jakautumiskykyisten solujen lisäksi
havaitsemaan myös jakaantumiskyvyttömät ja kuolleet solut (WHO 2004).
Viljelymenetelmässä mykobakteeripitoisuutta pienentäviä tekijöitä ovat mm. välttämätön
dekontaminaatio, joka heikentää mykobakteerien elinkykyä jolloin ne eivät muodosta näkyviä
pesäkkeitä (Falkinham 2002. Vaerewijck, ym. 2005, Thomson, ym. 2008). Dekontaminaatiolla
nopeakasvuisten heterotrofibakteerien elinkyky tuhotaan, jolloin ne eivät kasva mykobakteerien
yli. Dekontaminaatio tappaa kaikesta huolimatta heterotrofibakteerien lisäksi myös pienen osan
mykobakteereja (Falkinham 2002). Tässä tutkimuksessa kaikki mykobakteerien elatusalustoilla
kasvaneet pesäkkeet eivät Ziehl-Neelsen värjäyksessä osoittautuneet mykobakteereiksi. Mukana
elatusalustalla olevalla suodattimella kasvoi muutamissa tapauksissa myös muita mikrobeja
(hiivoja, bakteereja) mykobakteerien lisäksi. Muiden mikrobien läsnäolo saattoi inhiboida
mykobakteerien kasvua. 48 näytteestä 21:ssä Ziehl-Neelsen värjäyksen perusteella kasvoi myös
muita mikrobeja kuin mykobakteereja.
Vaikka mykobakteerit sietävät hyvin kloorausta (Falkinham 2002, Vaerewijck, ym. 2005), on
vesinäytteessä mukana myös sellaisia mykobakteerilajeja, jotka eivät kestä klooripohjaista
dekontaminaatiota (Lehtola, ym. 2007). Huonosti kloorausta sietävät mm. M. aurum, M.
gordonae (Vaerewijck 2005). PCR-menetelmällä tutkittavaa vesinäytettä ei dekontaminoida
ennen näytteen konsentroimista. Myös vesinäytepulloihin kloorauksen vaikutuksen estämiseksi
lisättävän natriumtiosulfaatin on huomattu vaikuttavan mykobakteeripitoisuuden laskuun
viljelymenetelmässä (Thomson, ym. 2008).
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Mykobakteerit voivat selviytyä ja elää monenlaisissa ympäristöolosuhteissa niukkaravinteisesta
runsasravinteiseen tai kylmästä kuumaan veteen (Torvinen, ym. 2007, Vaerewijck, ym. 2005).
Tämän vuoksi yksi elatusalusta yhdessä inkuboimislämpötilassa, jota esim. tässä tutkimuksessa
käytettiin, ei välttämättä tarjoa kaikille ympäristömykobakteereille ihanteellisia kasvuolosuhteita,
jolloin ne jäävät havaitsematta (Iivanainen, ym. 1993, Hussein, ym. 2009).  Mykobakteerien
hidaskasvutapa hankaloittaa niiden osoittamista viljelymenetelmällä, eikä niiden osoittamiseksi
ole vielä standardoitua menetelmää (Vaerewijck, ym. 2005, Thomson, ym. 2008).
Tässä tutkimuksessa viljelyllä saadut mykobakteeripitoisuudet olivat suurempia kuin
aikaisemmissa suomalaisissa tutkimuksissa (Torvinen, ym. 2004). Tässä työssä vesinäytteet
konsentroitiin suodattamalla ja suodatin viljeltiin suoraan elatusalustalle. Aikaisemmassa
tutkimuksessa näytteet on myös suodatettu, mutta suodatin on konsentroinnin jälkeen pilkottu
nesteeseen, joka on dekontaminoitu ja mikrobit viljelty dekontaminoidusta nesteestä (Torvinen,
ym. 2004). Suodattimen suoraviljely on vertailevissa tutkimuksissa antanut suurempia
mykobakteeripitoisuuksia kuin suodattimen pilkkominen ja nesteen viljely (Torvinen,
julkaisematon havainto).
7.2.2 Raakaveden vaikutus mykobakteeripitoisuuteen
Raakavesilähde vaikutti sekä viljelyllä että qPCR:llä saatuihin mykobakteeripitoisuuksiin.
Viljeltävien mykobakteerien pitoisuus oli suurin talousvesissä, jotka oli valmistettu otsonoidusta
pintavedestä. Tulos on yhteneväinen aikaisempien mykobakteeritutkimusten (Falkinham ym.
2001, Torvinen ym. 2004) kanssa, joissa mykobakteerien pitoisuudet ja kasvukyky verkostossa
ovat olleet suurimpia otsonoidusta pintavedestä valmistetussa talousvesissä. Myös
heterotrofibakteeritulokset ovat otsonoiduissa pintavesissä olleet suurempia (Miettinen, ym.
1997, Lehtola, ym. 2001).
Otsonoidun pintaveden korkeampaan mykobakteeripitoisuuteen vaikuttaa todennäköisesti
otsonin aiheuttama muutos ravinteiden olomuodossa. Otsoni hapettaa vedessä olevia orgaanisia
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yhdisteitä pilkkoen niitä mikrobeille käyttökelpoisempaan muotoon (Lehtola, ym. 2001, RIL
2004). Suomalaisissa vesissä korkean AOC-pitoisuuden vuoksi mikrobeille käyttökelpoinen
fosfori (MAP) on minimitekijä (Miettinen, ym. 1997). Raakaveden esiotsonoinnin on huomattu
lisäävän MAP-pitoisuutta vedessä, jolla on taas vaikutus mikrobipitoisuuden kasvuun (Miettinen
1997, Lehtola 2001). Sen vuoksi on kehitetty modifikaatio vesien tilannetta paremmin kuvaavan
AOC-luvun saamiseksi (Miettinen, ym. 1999). Vaikka orgaaninen aines saadaan suurelta osin
poistettua vedestä hiekka- tai aktiivihiilisuodatuksen avulla otsonoinnin jälkeen, näkyy sen
vaikutus kuitenkin kohonneena AOC-pitoisuutena ja mikrobien viljelytuloksissa, kuten
heterotrofibakteeripitoisuudessa (Miettinen, ym. 1997, Lehtola, ym. 2001, Torvinen, ym. 2004).
Tässä tutkimuksessa AOC-pitoisuudet olivat korkeimmat otsonoiduissa pintavesissä ja
mykobakteeripitoisuuden välillä oli korrelaatio viljelymenetelmän tuloksilla, kun mukana on
kaikki talousvedet vesilaitoksilta ja verkostosta. Kun mukana ovat verkostojen talousvedet,
korrelaatio ei ole tilastollisesti merkitsevä, mutta samansuuntainen, jolloin AOC-pitoisuudella oli
merkitystä mykobakteeripitoisuuteen.
Otsonoiduissa talousvesissä qPCR-tulokset olivat selvästi pienempiä kuin ei-otsonoiduissa
pintavesissä ja ne olivat kaikissa talousvesien verkostopisteissä samaa suuruusluokkaa kuin
viljelyllä saadut mykobakteeripitoisuudet. Otsonoinnin aiheuttama muutos mikrobeille
käyttökelpoisten ravinteiden pitoisuudessa oli vaikuttanut mykobakteerien viljeltävyyteen.
Mykobakteerit ovat olleet elinvoimaisempia ravinnerikkaammassa talousvedessä ja selviytyneet
paremmin viljelymenetelmässä käytettävästä dekontaminaatiosta. Samalla kun otsonointi
hajottaa tehokkaasti orgaanisia aineita pienempimolekyylisiksi (Lehtola, ym. 2001, RIL 2004),
voivat myös heikoimmat ja jakautumiskyvyttömät bakteerisolut hajota, jolloin niitä ei voida
havaita qPCR:llä.
PCR-menetelmällä suurin mykobakteeripitoisuus on ei-otsonoidusta pintavedestä valmistetussa
talousvedessä. Mykobakteereja on osoitettu luonnonvesistä (Torvinen 1993, Falkinham 2002),
minne ne huuhtoutuvat mm. soilta ja metsämailta. Viljelymenetelmän pienemmän
mykobakteeripitoisuuden pintavesissä voi aiheuttaa kova kilpailu elintilasta, jolloin niitä ei saada
osoitettua. Pintaveden suuri mykobakteeripitoisuus qPCR:ssä voi johtua myös suuresta määrästä
jakautumiskyvyttömiä mykobakteereita, jotka eivät anna tulosta viljelymenetelmässä.
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Sekä qPCR:llä että viljelyllä mykobakteeritulokset olivat pienimmät pohjavesissä. Pohjavedet
sisältävät ilman vedenkäsittelyäkin vähemmän orgaanista ainesta kuin pintavedet (Miettinen, ym.
1997). Pohjavesi muodostuu sade- ja sulamisvesistä, jotka imeytyessään maaperään ja
kulkeutuessaan siellä syvemmälle aina läpäisemättömään pintaan asti (peruskallio) puhdistuu
erilaisista aineista sekä mikrobeista (Isomäki, ym. 2006). Pohjavesi on useissa tutkimuksissa
saanut pienemmät mikrobipitoisuudet kuin pintavesi (Miettinen, ym. 1997, Falkinham, ym.
2001, Torvinen, ym. 2004, Vaerewijck, ym. 2005). Tässä tutkimuksessa pohjavedellä oli myös
pienin AOC-pitoisuus, mikä kertoo verkostoon pääsevän mikrobeille käyttökelpoisen hiilen
määrän olevan pienempi kuin pintavesissä.
7.2.3 Näytteenottopisteen etäisyyden vaikutus mykobakteeripitoisuuteen
Vesinäytteitä otettiin yhteensä kolmesta eri verkostopisteestä. Ensimmäinen piste oli
vesilaitokselta lähtevä vesi, toinen verkoston puolivälistä ja kolmas verkoston ääriosasta.
Vesilaitoksilta saatujen tietojen mukaan toinen näytteenottopiste sijaitsi keskimäärin 5,1 km:n ja
kolmas piste keskimäärin 11,4 km:n päässä vesilaitokselta ja veden ikä näissä pisteissä oli n. 1
vrk ja 3 vrk. Vesilaitokselta lähtevissä talousvesissä mykobakteeripitoisuus oli pienempi kuin
myöhemmin verkoston talousvesissä. Suuntaus oli sama tässä tutkimuksessa kuin
aikaisemmissakin tutkimuksissa, joissa mikrobipitoisuus kasvoi verkoston ääriosaa kohti
mentäessä (Falkinham, ym. 2001, Zacheus, ym. 2001). Tämä voi johtua siitä, että verkostossa
putkiston pintaan muodostuva biofilmi lisää mykobakteerien elinkykyä ja jälkikloorauksen teho
vähenee (Falkinham 2001, Zacheus, ym. 2001, Vaerewijck, ym. 2005). Verkoston puolivälin ja
ääriosan pisteiden välillä oleva veden ikäero oli pieni (1 vrk ja 3 vrk), jonka vuoksi korrelaatiota
mykobakteeripitoisuuden kanssa ei ollut. Myös verkostopisteiden etäisyys vedenottamosta oli
puolivälipisteessä ja ääriosan pisteessä pieni (5,1 ja 11,4 km).
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7.2.4 Veden lämpötilan vaikutus mykobakteeripitoisuuteen
Osa ympäristömykobakteereista on mesofiilejä, joiden optimilämpötila on välillä 35 - 40 °C tai
termofiilejä  jotka  voivat  kasvaa  ? 45  °C  asteessa. M. aviumia  on  osoitettu  löytyvän  yli  52  ºC
asteisesta vedestä (Du Moulin, ym. 1985). Joissakin tutkimuksissa, joissa on tutkittu lämpimiä
käyttövesiä, on lämpimistä käyttövesistä osoitettu suurempia mykobakteeripitoisuuksia kuin
talousvesistä (Torvinen, ym. 2004, Hussein, ym. 2009). Tässä tutkimuksessa lämpimissä
käyttövesissä mykobakteeripitoisuus oli pienempi kuin vastaavan pisteen talousvesissä.
Verkoston ääriosasta samasta näytteenottopisteestä ensin otetun lämminvesinäytteen ja
seuraavaksi otetun talousvesinäytteen välillä oli tilastollisesti merkitsevä ero. Lämpimien vesien
lämpötila hanasta otettaessa ilman juoksutusta oli keskimäärin 44 °C astetta.
Lämminvesinäytteiden lämpötiloilla ja mykobakteeripitoisuuksilla ei ollut korrelaatiota
kummallakaan menetelmällä (r = -0,41, viljely P>0,05, r = -0,51, qPCR P>0,05).
Lämminvesinäytteenottotapa ei ollut tavanomainen, vaan erosi talousvesinäytteenottotavasta.
Mykobakteerilajisto verkostossa on voinut koostua lähinnä mesofiilisistä lajeista, jolloin ne eivät
säily niin hyvin elinkykyisinä lämpimässä vedessä (Kusnetsov, ym 2003). Suomessa lämpimän
veden vähimmäislämpötilan tulisi olla 55 °C astetta, jolloin veden mikrobiologinen ja
kemiallinen laatu pysyy hyvänä (Sosiaali- ja terveysministeriö 2003). Vähimmäislämpötilan
tulee täyttyä vesilaitteistojen kaikissa osissa, mukaan lukien ääriosat (Asumisterveysohje 2003).
Ohjearvon tavoitteet ovat täyttyneet tämän tutkimuksen perusteella hyvin, koska viljelyssä
mykobakteeripitoisuus 75 %:ssa lämminvesinäytteitä oli samansuuruinen tai pienempi kuin
vesilaitoksilta lähtevässä vedessä. qPCR:llä sama tulos oli 58 %:ssa.
Tämän tutkimuksen vesinäytteiden otto ajoittui 2009 helmikuun ja toukokuun väliselle ajalle.
Lämpimien vesien pienempään mykobakteeripitoisuuteen on voinut vaikuttaa luonnonvesien
matala lämpötila. Talvi- ja kevätaikaan luonnonvedet vielä melko viileitä (Korhonen 2007),
jolloin talousveden lähteenä olevien raakavesien mykobakteerilajisto saattaa koostua vain
psykro- ja mesofiilisistä lajeista. Aikaisemmassa tutkimuksessa, jossa vertailtiin keväällä ja
syksyllä otettujen vesinäytteiden mykobakteeripitoisuuksia, keväällä otettujen vesinäytteiden
mykobakteeripitoisuus oli paljon pienempi + 37 °C:ssa viljeltynä kuin + 25 °C:ssa viljeltyjen
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mykobakteerien (Kubalek & Komenda 1995). Keväällä viileitä olosuhteita suosivien
mykobakteerien pitoisuus oli siis korkeampi kuin syksyllä (Kubalek & Komenda 1995). Tämä
voisi olla yksi selitys tässä tutkimuksessa saaduille lämpimien käyttövesien matalille
mykobakteeripitoisuuksille.
7.3 Veden fysikaalis-kemiallisten ja mikrobiologisten muuttujien vaikutus
mykobakteeripitoisuuteen
Eräät veden fysikaalis-kemialliset muuttujat, kuten sameus ja rautapitoisuus olivat aikaisemmissa
tutkimuksissa korreloineet mykobakteeripitoisuuden kanssa (Falkinham, ym. 2001, Torvinen,
ym. 2004). Myös tässä tutkimuksessa veden sameudella sekä rautapitoisuudella on molempien
menetelmien mykobakteeripitoisuuden kanssa korrelaatio, kun mukana on kaikki talousvedet
vesilaitokselta ja verkostosta. Verkostovesien kohdalla viljely ja qPCR:n
mykobakteeripitoisuudet korreloivat vain rautapitoisuuden kanssa (P<0,05). Rautapitoisuuden ja
mykobakteeripitoisuuden välinen korrelaatio voi johtua biofilmin muodostumisesta putkistoon
(Torvinen, ym. 2004). Rautaputkissa on sen karkeamman sisäpinnan vuoksi paremmat biofilmin
muodostumismahdollisuudet (Zacheus, ym. 2001) ja mykobakteereja esiintyy biofilmeissä
(Falkinham 1996, 2001, Norton 2004, Torvinen, ym. 2004, September, ym. 2004 Vaerewijck,
ym. 2005, Steed & Falkinham 2006).
Tässä tutkimuksessa qPCR:n mykobakteeritulokset korreloivat vapaan kloorin (P<0,05) kanssa
kun mukana olivat vesilaitoksien sekä verkostojenkin talousvedet. Viljelyllä määritetty
mykobakteeripitoisuus korreloi vapaan kloorin ja kokonaiskloorin kanssa kun mukana olivat
vain verkostopisteiden talousvedet. Korrelaatio voi johtua pienestä mykobakteeripitoisuudesta
verkoston ääriosassa, jossa myös klooripitoisuus oli pienin. Muissa tutkimuksissa
klooripitoisuuksilla ja mykobakteeripitoisuuksilla ei ollut korrelaatioita tai ne olivat negatiivisia
(Falkinham, ym. 2001, Torvinen, ym. 2004).
Viljely korreloi verkoston pituuden kanssa (P<0,01) kun mukana laskussa olivat niin
vesilaitosten kuin verkoston talousvedet. Vesilaitosvesien mukana olo saattaa vaikuttaa
korrelaation syntyyn, koska vesilaitosvesissä oli tuloksia jotka jäivät alle määritysrajan.
Pelkästään verkostosta otettujen talousvesien mykobakteeripitoisuus oli viljelymenetelmässä
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korkein verkoston puolivälin pisteessä, joten korrelaatiota ei tämän vuoksi verkoston pituuden
kanssa syntynyt.
Heterotrofibakteeri- ja mykobakteeripitoisuuksilla oli tässä tutkimuksessa korrelaatio vain
viljelymenetelmän tulosten kanssa. Korrelaatio on esiintynyt muissakin tutkimuksissa
(Kusnetsov, ym. 2003, Torvinen, ym. 2004). Heterotrofibakteerien esiintyminen kertoo
bakteereille suotuisista elinolosuhteista, joka myös parantaa mykobakteerien elinkykyä ja
selviytymistä (Miettinen, ym. 1997, Lehtola, ym. 2001, Torvinen, ym. 2004).
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8. YHTEENVETO
Tässä tutkimuksessa kävi ilmi, että mykobakteereja löytyi jokaisen tutkitun paikkakunnan
talousvesistä. Työssä käytettiin kahta erilaista mykobakteerien osoittamismenetelmää, perinteistä
viljelyä ja kvantitatiivista real-time PCR -menetelmää. PCR-menetelmällä saadut
mykobakteeripitoisuudet olivat suurempia kuin viljelyllä saadut pitoisuudet. Tämä on osoitus
menetelmän herkkyydestä, lisäksi PCR menetelmällä tulokset saatiin nopeammin kuin viljelyllä.
Mykobakteerien osoitusmenetelmien lisäksi tässä työssä vertailtiin erilaisista raakavesistä
valmistettuja talousvesiä. Raakavesilähteenä tutkituilla vesilaitoksilla oli joko pintavesi,
otsonoitupintavesi tai pohjavesi. Eri raakavesistä valmistettujen talousvesien välillä havaittiin
eroja mykobakteeripitoisuuksissa. Lisäksi menetelmät antoivat eri raakavesistä valmistetuille
talousvesille erilaisia pitoisuuksia.
Kumpikin menetelmä antoi pienimmän mykobakteeripitoisuuden pohjavesistä valmistetuille
talousvesille. Suurimman mykobakteeripitoisuuden qPCR-menetelmällä saivat pintavesistä
valmistetut talousvedet. Viljelyllä suurin mykobakteeripitoisuus taas oli otsonoiduista
pintavesistä valmistetuissa talousvesissä. Otsonoidusta pintavedestä valmistettujen talousvesien
mykobakteeripitoisuus oli viljely- ja qPCR-menetelmissä lähes sama. Myös heterotrofibakteeri-
ja AOC-pitoisuudet olivat korkeimmat otsonoiduista pintavesistä valmistetuissa talousvesissä.
Otsonointi muuttaa vedessä olevan orgaanisen aineksen mikrobeille käyttökelpoisempaan
muotoon, joka näkyy suurimpina viljelytuloksina.
Verkoston mykobakteeripitoisuus qPCR-menetelmällä saaduissa tuloksissa nousi kohti ääriosaa
mentäessä. Viljelyllä suurin pitoisuus saatiin verkoston puolivälipisteelle. Verkoston
ääriosapisteestä otettiin talousvesinäytteen lisäksi myös lämminvesinäytteet. Lämpimien
käyttövesien mykobakteeripitoisuus osoittautui jopa pienemmäksi kuin vesilaitoksilta lähtevän
veden pitoisuudet.
Erot menetelmien välillä selittyvät qPCR:n herkkyydellä, koska mukana ovat kaikki
jakaantumiskyvyttömätkin mykobakteerit. Viljelyllä saatu tulos kertoo vain elinvoimaisten
59
mykobakteerien olemassa olon. Viljelymenetelmän hitaus ja useat mykobakteeripitoisuutta
alentavat seikat puoltavat qPCR:n käyttöä mykobakteerien osoittamisessa. Tämän tutkimuksen
perusteella mykobakteereja voidaan osoittaa vesinäytteistä qPCR:ää hyödyntämällä. Mutta
tutkimusta, mistä viljelymenetelmän ja qPCR:n pitoisuuksissa olevat erot esim. pintavedestä
valmistetuissa talousvesissä johtuu, tulee tehdä.
Tässä tutkimuksessa ei tutkittu mitä mykobakteerilajeja kukin vesinäyte sisältää. Lajien tunnistus
olisikin seuraava askel, jolloin tiedetään onko mukana heikentyneestä immuunipuolustuksesta
kärsiville ihmisille vaarallisia patogeenisiä lajeja. Lisäksi eri vuodenaikojen vaikutusta
mykobakteerien esiintymiseen talousvesissä voitaisiin tutkia myös, esimerkiksi onko talviaikaan
kylmällä pintavedellä erilainen elinkykyinen mykobakteerilajisto kuin kesällä, koska
ympäristöolosuhteilla on vaikutusta mykobakteerien esiintymiseen.
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LIITE 1.
NÄYTTEENOTTOLOMAKE
VESINÄYTTEIDEN MYKOBAKTEERITUTKIMUS
Kylmälaukussa on steriilit pullot näytteenottoa varten. Pulloissa on valmiiksi pipetoituna
natriumtiosulfaattiliuos. Pisteistä otetaan seuraavat näytteet seuraavassa näytteenotto-
järjestyksessä:
Näyte 1) Vesilaitos - talousvesi
- 1 l steriili muovipullo mikrobiologisia määrityksiä varten
- 500 ml happopesty, kuumakäsitelty pullo AOC:tä varten
- 100 ml:n happopesty pullo metallimäärityksiä varten
Näyte 2) Verkoston puoliväli - talousvesi
- 1 l steriili muovipullo mikrobiologisia määrityksiä varten
- 100 ml:n happopesty pullo metallimäärityksiä varten
Näyte 3)  Verkoston ääriosa – lämmin käyttövesi
- 1 l steriili muovipullo mikrobiologisia määrityksiä varten
(Samasta pisteestä kuin näyte 4. Hana kuumalle, ilman juoksutusta. Otetaan ennen
näytteen 4 ottamista.)
Näyte 4) Verkoston ääriosa - talousvesi
- 1 l steriili muovipullo mikrobiologisia määrityksiä varten
- 100 ml:n happopesty pullo metallimäärityksiä varten
Ottakaa lämminvesinäyte ennen saman pisteen talousvesinäytettä (näytteet 3 ja 4). Toivomme
että jäädytätte kylmäkallet ennen palautuslähetystä. Palautuslähetystä varten kylmälaukussa on
valmiiksi täytetty Postin lähetyslomake. Näytteiden tulee olla laboratoriossa (näytteet tehdään
THL
:n laboratoriossa) näytteenottoa seuraavana aamuna.
Pyydämme täyttämään ohessa olevan tutkimuslomakkeen soveltuvilta osin rastittamalla tai
kirjoittamalla a. o. kohtiin tarvittavat tiedot. Laittakaa näytteenottolomake kylmälaukkuun
vesinäytteiden mukaan.
Yhteistyöstä kiittäen
Noora Huovinen puh. 040 355 3183 (tai 040 552 5097)
Eila Torvinen
Vastaaja Näytteenotto-
päivämäärä
Yhteystiedot
Vedenottamon nimi
Vedenottamon osoite
Raakavesilähde
Näytteen ottaja
VESINÄYTEET: NÄYTE 1
TALOUSVESI,
(vesilaitokselta
lähtevä vesi)
NÄYTE 2
TALOUSVESI,
(verkoston puoliväli)
NÄYTE 3
KÄYTTÖVESI,
(lämmin vesinäyte,
verkoston ääriosa)
NÄYTE 4
TALOUSVESI,
(verkoston ääriosa)
Näytteenottotapa: Kuten
valvontatutkimusten
talousvesinäyte
Kuten
valvontatutkimusten
talousvesinäyte
Samasta pisteestä
kuin näyte 4. Hana
kuumalle, ilman
juoksutusta. Otetaan
ennen näytteen 4
ottamista
Kuten
valvontatutkimusten
talousvesinäyte
Näytteenottopisteen
osoite
Näytteenottokellonaika:
Hanatyyppi (sekoitehana,
onko termostaatti?)
Veden ikä (vrk)
Etäisyys vedenottamosta
runkoverkkoa pitkin
(km)
Lämpötila (C°)
näytteenoton jälkeen
LIITE 2.
Kuopion yliopisto TUTKIMUSLOMAKE
Ympäristötieteen laitos
PL 1627
70150 Kuopio
VESINÄYTTEIDEN MYKOBAKTEERITUTKIMUS
Pyydämme täyttämään ohessa olevan tutkimuslomakkeen soveltuvilta osin rastittamalla tai
kirjoittamalla a. o. kohtiin tarvittavat tiedot. Lukekaa lomake kokonaan läpi huolellisesti ennen
täyttämistä. Voitte lähettää lomakkeen sähköisesti tai postissa yllä olevaan osoitteeseen.
Yhteistyöstä kiittäen
Noora Huovinen
nhuovine@hytti.uku.fi
puh. 040 355 3183 tai 040 5525 097
Eila Torvinen
Vastaaja Vastaus-päivämäärä
Yhteystiedot
Vedenottamon nimi
Taajama/kunnat,
joiden alueelle vettä
johdetaan
Vedenottamon osoite
Vedenottamon
käyttöönottovuosi
Korjattu tai
kunnostettu
viimeksi
vuonna:
Raakaveden laatu pintavettä pohjavettä teko-pohjavettä
Verkoston
kokonaispituus (km)
Runkoverkoston
materiaali ja verkoston
ikä
Onko runkoverkostoa
puhdistettu? Jos on,
niin miten ja milloin
viimeksi?
Vesilaitoksella/
verkostossa vireillä
olevat korjaukset, mitä
ja milloin?
Veden maksimi
viipymä ottamosta
ääriosiin (vrk)
Syötetäänkö verkkoon
vettä usealta eri
vedenottamolta?
Mitkä ovat % -
osuudet?
Veden tuotto (m3/vrk)
Arvioitu
käyttäjämäärä
(henkilöä)
Veden
käsittelyprosessiin
kuuluu:
Ilmastus
pH:n säätö
ennen saostusta
Fe/Mn poisto,
miten?
Saostus, mikä
saostuskemikaali?
Apukoagulantit,
mikä kemikaali?
Suodatus, millainen?
Selkeytys
Otsonointi, missä
vaiheessa?
Desinfiointi, miten?
Jos kloorataan, mikä
on lähtevän veden
vapaa Cl -pitoisuus?
Veden Cl -pitoisuus
verkoston ääripäässä
pH:n säätö ennen
verkostoon
johtamista
Aiemmin havaitut laatuongelmat: Raaka-vedessä
Verkostoon
lähtevässä
vedessä
Verkostossa
Korkea Fe/Mn -pitoisuus
Muu kemiallinen ongelma, mikä?
Veden sameus
Koliformeja, E. coli, enterokokkeja
Korkea kokonaisbakteeriluku
Sädesieniä, hiivoja, homeita
Haju- ja tai makuvirheitä,
millaisia? (kuvaus virheiden
laadusta)
tunkkainen tai ummehtunut haju
maan tai maakellarin haju
kloorin haju tai maku
kemikaalimainen tai metallinen
maku
muu maku- tai hajuvirhe, mikä?
Lisätietoja:
LIITE 3.
MYCOBACTERIA 7H11-alusta
Tarvikkeet:
21 g Mycobacteria 7H11 Agar, BD 283810
5 ml glyseroli, BDH 24388.320
900 ml deionisoitu vesi
100 ml Middlebrook OADc Enrichment, BBL 212240
Työn suoritus:
- punnittu jauhe sekoitetaan vesi-glyseroliseokseen
- seoksen annetaan seista hetken
- steriloidaan 121 ºC 15 minuuttia
- rikaste lisätään aseptisesti noin 50 ºC agarseokseen
- sekoitetaan ja valetaan maljoille
- pH 6,6±0,2 25 ºC:ssa
Säilytys:
Säilytys elatusalustakylmiössä 5±3 ºC:ssa valolta suojattuna. Säilyvyys 1 kk.
LIITE 4.
R2A- elatusalusta
Tarvikkeet:
18,2 g R2A agar, BD 218263
1000 ml deionisoitu vesi
Työn suoritus:
- aineet mitataan
- vesi kaadetaan jauheen päälle ja sekoitetaan
-seoksen annetaan seista hetken
- steriloidaan 121 ºC 15 minuuttia
- tilauksen mukaan valetaan maljoille
pH 7,2±0,2 25 ºC:ssa
Säilytys:
Säilytys elatusalustakylmiössä 5±3 ºC:ssa. Säilyvyys 1kk.
LIITE 5.
Fosfaattipuskuri
Kantaliuos:
- 34,0 g KH2PO4 liuotetaan noin 500 ml:aan deionisoitua vettä
- pH säädetään 7,2±0,5 1 M NaOH:lla
- laimennetaan 1 litraksi deionisoidulla vedellä
Käyttöliuos:
- 1,25 ml kantaliuosta ja 5,0 ml magnesiumkloridiliuosta (81,1 g MgCl2 x H20/ 1 l deionisoitu vesi)
lisätään 1 litraan deionisoitua vettä.
- steriloidaan 121 ºC 15 minuuttia
